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Die Bedeutung des Sauerstoffs 
fiir die Bildung des Harnstoffs in Pilzen. 


Von 
Nicolai N. Iwanoff und M. I. Smirnowa. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat zu Petersburg- 
Leningrad.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1928.) 


Die Rolle des Harnstoffs bei der Stickstoffumwandlung der Pilze 
wird immer deutlicher; gegenwartig ist man gezwungen, zuzugeben. 
daB derselbe als ein dem Asparagin und Glutamin der héheren Pflanzen 
analoger Stoff erscheint. Eine Reihe Arbeiten von .V. V. Iwanoff?, 
welcher die vortreffliche Fossesche Methode benutzte, fiihrt zweifellos 
zu dem Schlu6B, daB der Harnstoff in den Pilzen in denjenigen Fallen 
angehauft wird, wenn in den griinen Pflanzen sich Asparagin und 
Glutamin bilden; der Uberschu8 von stickstoffhaltiger und der Mangel 
an kohlenstoffhaltiger Nahrung fiihrt eine bedeutendere Bildung von 
Harnstoff in den Pilzen mit sich. Asparagin wird ebenso in Gegenwart 
von iiberschiissigem Stickstoff angehiuft; die Leguminosen, welche 
viel Eiweibstoff'enthalten, liefern am meisten Asparagin. 

Aus den Versuchen NV. N. Iwanof/s folgte, daB Harnstoff in Abwesenheit 
von Kohlehydraten gebildet wird, und verschwindet, wenn dieselben dem 
Pilze dargereicht werden; von den etiolierten, Asparagin enthaltenden 
Pflanzen ist bekannt, daS das Ausstellen ans Licht und die darauf folgende 
Bildung von Kohlehydraten ebenso von einem Verschwinden der vorher 
angehauften Amide begleitet wird. AuBer diesen Merkmalen zeigte sich noch 
die Ahnlichkeit des Pilzharnstoffs und der Amide der héheren Pflanzen in 
der Rolle des Sauerstoffs bei deren Bildung. Die Bedeutung des Sauerstoffs 
fiir die Bildung des Asparagins ist schon von J. P. Borodin*® vermerkt und 


1 N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 1923 bis 1927, wie auch Zeitschr. 
phys. Chem. 170, 274, 1927, wo die Hauptliteratur uber Harnstoff an- 
gefiihrt wird. 

2 J.P. Borodin, Arbeiten der Naturforschergesellsch. (russisch). Peters- 
burg 1885. 
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von W. Palladin' untersucht worden. Der letztere Autor hat bewiesen, 
daB die EiweiBstoffspaltung in den Pflanzen auch ohne Sauerstoff statt- 
finden kann, daB aber dann dieselben EiweiSstoffspaltungsprodukte wie 
bei der Saiurehydrolyse, d. h. Amino- und Diaminoséuren, gebildet werden. 
Fiir weitere synthetische Prozesse, in deren Verlauf Asparagin entsteht, 
erscheint nach Palladin die Anwesenheit von Sauerstoff als ganz un- 
ersetzlich. Diese Angaben wurden von E. Godlewski*, welcher seine Ver- 
suche mit Keimlingen unter sterilen Bedingungen durchfiihrte, bestatigt. 


Die Bildung des Harnstoffs in den Fruchtkérpern der Pilze 
verlauft aus den zerfallenden Eiweibstoffen iiber Aminosiuren und 
Ammoniak*. Diese synthetische Bildung des Harnstoffs wird von 
Energieaufwand begleitet; in den Fruchtkérperchen, wo wir die 
Harnstoffanhaufung beobachteten, findet groBer Verbrauch von 
stickstofffreiem Material statt. Aus einem Kilogramm Fruchtkérper 
von Bovisten wurden 114g Trockensubstanz erhalten, und aus der- 
selben Menge Fruchtkérper nach dreitagigem Reifen nur 95 g Trocken- 
substanz, im Zusammenhang damit war der Stickstoffgehalt von 7,12 
bis auf 8,74 % gestiegen. Mit dem Verbrauch der Trockensubstanz beim 
Atmen war die Harnstoffmenge gestiegen‘. , 


Diese Beobachtung tiber den Zusammenhang der Harnstoffbildung 
mit dem OxydationsprozeB, welcher in dem Gewebe der Pflanzenzelle 
stattfindet, wird vollstaéndig bestaitigt durch die Methoden, mit deren 
Hilfe auf rein chemischem Wege Harnstoff erzielt wurde. A. Bechamp® 
erhielt etwas Harnstoff bei der Oxydation von EiweiBstoffen mittels Per- 
manganat, F'. Hujmeister® zeigte, daB Harnstoff durch Wechselwirkung 
von organischen Stoffen mit Ammoniak auch in Gegenwart von Per- 
manganat erzielt werden kann, R. Fosse’ erklarte, im Besitz seiner Be- 
stimmungsmethode von Harnstoff, diese synthetische Reaktion aus 
Ammoniak und Kohlenséure auf Kosten derjenigen Energie, welche bei 
der Oxydation der Glucose, des Glycerins oder Formaldehyds mittels 
Kaliumpermanganat entsteht. EF. Abderhalden® ist es gelungen, als Oxy- 


1 W. Palladin, Der EinfluB des Sauerstoffs auf den Zerfall der EiweiB- 
stoffe in Pflanzen (russisch). Warschau 1889; Ber. d. Deutsch. bot. Gesellsch. 
1888, 8S. 205. 

Godlewski, Anzeiger d. Acad. Krakau 1904. 

N.N. Iwanof/, diese Zeitschr. 148, 62, 1923; 181, 1, 1927. 

Derselbe, ebendaselbst 1385, 1, 1923. 

A. Bechamp, C.r. 48, 548, 1856. 

F. Hofmeister, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 87, 426, 1896. 

R. Fosse, Ann. de I’ Instit. Pasteur 34, 715, 1920, s. auch E. A. Werner, 
Dublin. Journ. of med. scien. 4, 577, 1922. 

8’ E. Abderhalden, Fermentforschung, 1925; s. auch Fischer und Kern, 
Helv. Chim. Acta 8, 39, 1926; auBerdem hat Fearon, Phys. Rev. 6, 399, 
1926, gezeigt, daB Harnstoff aus Ammoniumsalz nach Verlauf von 
12 Monaten in zugeschmolzenem Rohre entsteht; Fearon und C. M’ Kenna, 
Biochem. Journ. 21, 1087, 1927, haben kleine Mengen von Harnstoff nach 
Bestrahlung einer Ammoniumcarbonatlésung mittels Quecksilberlampe 
vorgefunden. 
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dationssystem Sauerstoff und Kohle zu wahlen, und ebenfalls aus Ammoniak 
geringe Mengen Harnstoff zu erzielen. 

Die friiheren Versuche von V. N. Iwanoff und A. G. Tosche- 
wikowa' haben gezeigt, daB die Harnstoffsynthese aus Ammoniak im 
Champignon nur im lebenden Gewebe der Zelle des Pilzes verlauft; 
bei Zusatz von Ammoniumcarbonat zum Champignonsaft haben die 
genannten Autoren keine Synthese des Harnstoffs beobachtet und haben 
die Ansicht ausgesprochen, dab im Saft der normale Oxydationsapparat 
zerstoért sei, und noch friiher hat V. V. Iwanoff die Autolyse der Pilze 
in Chloroformdaimpfen beobachtet und ist ebenso zu dem Schlub gelangt, 
daB, obgleich hier eine EiweiSstoffspaltung stattfindet, dieselbe bei 
dem Stadium der Aminosiuren, welche dabei nicht desaminiert werden 
und keinen Harnstoff bilden, stehenbleibt. 

Aus den vorhergehenden Daten folgte also, dab zur Harnstoffsynthese 
die bei der Atmung entstehende Energie notwendig ist; aber anderer- 
seits konnte der von auBen eingefiihrte Uberschu8 von Kohlehydraten 
ebenso auch die Harnstoffbildung hemmen in Anbetracht der Ausnutzung 
desselben auf anderem Wege in Gegenwart von Kohlehydraten. Der 
Harnstoff wurde stets als Abfallsprodukt in Abwesenheit der Kohle- 
hydrate gebildet und wurde zum stickstoffhaltigen Nahrungsstoff. 
sobald dieselben erschienen. Indem wir an die nachstehend beschriebene 
Arbeit gingen, haben wir uns nochmals in einer Reihe von Versuchen 
davon iiberzeugt, daB eine zweitaigige Ernihrung der Champignone mittels 
10% Glucose durch den Stiel zu einem fast vélligen Verschwinden des 
Harnstoffs aus dem Pilzhute, in welchem derselbe vorher enthalten war, 
fiihrte ; so waren ineinem Versuch im Hute 15,4 mg und nach Ernahrung 
mit einer 10 °%igen Glucoselésung nur Spuren von Harnstoff daselbst 
zu entdecken?. 

Uns interessierte die Frage nach der Bedeutung des Sauerstoffs 
im ProzeB der Harnstoffsynthese in den Pilzen, und wir haben eine 
Reihe Versuche angestellt, in denen die Pilze in sauerstofffreiem 
Medium aufbewahrt wurden. Zum Versuch benutzten wir gewOhnliche 
Champignons (Psalliota campestris). Die Pilze zu den Versuchen 
stammten gréBtenteils aus dem Treibhause der Universitat und nur 


1 N. N. Iwanoff und A. G. Toschewikowa, diese Zeitschr. 181, 1, 1927. 

2 Hier sei bemerkt, da® dieser EinfluB von Glucose auf die Ver- 
minderung und selbst auf das Verschwinden des Haernstoffs aus den Pilz 
geweben 4 Jahre frither von N. N. Iwanoff beschrieben worden ist (N.N. 
Iwano}, diese Zeitschr. 154, 376, 1924). Gegenwiartig ist dieselbe durch die 
Arbeit von E. Watchorn und B. E. Holmes, Effect of glucose upon the 
ammonia and urea production of kidney tissue (Biochem. Journ. 21, 
1391, 1928), bestatigt worden. Bei der Entwicklung des embryonalen 
Gewebes der Niere in vitro wurde die Bildung von Harnstoff und Ammoniak 
beobachtet, welche bei Zugabe von Glucose verschwanden. 
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teilweise aus den Gemiisegiirten der Vororte. Die besten gesunden 
Exemplare von Fruchtkérpern von verschiedenem Alter wurden vom 
Mycel getrennt, von der anhaftenden Erde mit destilliertem Wasser 
abgewaschen und vom Wasser mittels Filtrierpapier befreit. Zum 
Versuch wurde der Pilz in gleiche Teile geschnitten und mit den Stielen 
ins Wasser gesetzt oder in eine Lésung der zu untersuchenden Substanz. 
Zur Kontrolle wurde ein Teil des Hutes sofort ausgeschnitten und schnell 
getrocknet, anfanglich bei 30° und dann wahrend 3 Stunden bei 60°. Nach 
Beendigung des Versuchs wurden die Pilzhiite von den Stielen, welche 
nicht zur Analyse dienten, getrennt; die Versuchsportionen der Hiite 
wurden in kleine Stiicke geschnitten und ebenfalls getrocknet, wie 
die Kontrollportionen. 

Die zum Versuch bestimmten Pilze wurden in einen Exsikkator 
gebracht. Sauerstofffreie Bedingungen wurden erzielt, indem aus dem 
Vakuumexsikkator, in welchem sich die Pilze einige Zeit befanden, die 
Luft mit einer Pumpe entfernt und durch ein inertes Gas, Stickstoff, 
Wasserstoff oder Kohlensaiure ersetzt wurde; dann wurde von neuem 
ausgepumpt und wieder inertes Gas eingeleitet; die Operation wurde 
dreimal wiederholt, um méglichst vollstindig den Sauerstoff zu ent- 
fernen. Auf den Boden des Exsikkators wurden vor dem Versuch 100 com 
einer 50° igen Atzkalilésung und eine Porzellanschale mit 20 g Pyro- 
gallol gebracht; nach endgiiltiger Fiillung des Exsikkators mit inertem 
Gas wurde derselbe leicht geschiittelt, damit die Lauge sich mit Pyro- 
gallol vermische und das Gemisch zur Absorption des Restsauerstoffs 
diene. Die Kontrollhalften der Pilze, welche in der Luftatmosphare 
bleiben muBten, wurden in einen Exsikkator mit halbgeéffnetem Deckel 
versetzt und der Boden desselben mit Wasser versehen. 

Beide Portionen, mit und ohne Luft, wurden bei Zimmer- 
temperatur 24 bis 48 Stunden stehengelassen. Durch die friiheren 
Versuche von .V. NV. Iwanoff war schon gezeigt worden, daB die Cham- 
pignons wiihrend 2 bis 3 Tagen nach dem Trennen vom Mycel gesund 
bleiben und in denselben die Prozesse des Reifens und der Sporen- 
bildung stattfinden. 

Was aber das Aufbewahren der Champignons binnen 2 Tagen unter 
sauerstofffreien Bedingungen anbetrifft, so konnten wir hierbei an den 
Pilzen keine krankhaften Erscheinungen beobachten. AuBGerdem besitzen 
wir in dieser Hinsicht beweiskraftige Daten von S. Kostytschew', welcher 
den Atmungsproze8 in Champignons untersucht und konstatiert hat, 
da8 ein zweitagiges Verweilen derselben unter sauerstofffreien Bedingungen 
keine Moéglichkeit zur Entwicklung von Bakterien auf denselben ergibt. 
Die zu den Versuchen gewahliten Hiite wurden nach Trocknung in einem 


1 S. P. Kostytschew, Physiologisch-chemische Untersuchungen tiber die 
Pflanzenatmung 1910 (russisch). 
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Mérser fein zerrieben und waihrend 15 Minuten einer Extraktion auf 
siedendem Wasserbad unterworfen. Das Pilzpulver wurde abfiltriert und 
mehrmals mit heiBem Wasser gewaschen. Das so erzielte Filtrat wurde 
zur Bestimmung von Harnstoff nach Fosse! und anderen Formen von 
Stickstoff benutzt. 

Zu bemerken ist, daB nach dem Versuch das aufere Aussehen der 
sauerstofffreien Champignonsportionen sich stark veraindert hatte, der 
Pilzhut hatte sich im Umfang anderthalbmal vergriBert; der Pilz reifte 
und bildete Sporen, wihrend die sauerstofffreie Portion wie anfanglich 
unverandert blieb. 

Die ersten Versuche ergaben sogleich ganz bestimmte Resultate 
in betreff der Rolle des Sauerstoffs bei der Bildung des Harnstoffs in 
Pilzen. 

Versuch 1. 

Zwei Champignons von mittlerer GréBe wurden der Lange nach je in 
drei fast gleiche Teile geschnitten. Die Hiite der einen Portion wurden 
gleich getrocknet; die beiden anderen wurden mit den Stielen in Glaser 
mit 50cem Wasser gesenkt und die eine in eine Stickstoffatmosphare 
gebracht, die andere in die Luftatmosphire. Nach 2 Tagen war der Versuch 
beendet, die Portionen getrocknet (3 Stunden bei 60°), zu Pulver verrieben 
und analysiert. Da das Trockengewicht der einzelnen Portionen zwischen 
1.7050 und 1,8088¢ schwankte, so wurden alle Berechnungen auf 29 
Trockensubstanz des Pilzes zuriickge/fiihrt. 





Kontrolle Stickstoff- 
(gleich analysiert} atmosphare Luttatmosphare 
RE ee aE 114,8 105.4 156.8 
Ammoniakstickstoff 3,2 44 74 
Gesamtstickstoff. . . .. 207,4 203,2 228,0 


In der Sauerstoffportion war die Harnstoffmenge bis auf 36.6%, 
gestiegen, waihrend dieselben in der Stickstoffatmosphire fast gleich 
derjenigen der Kontrollportion blieb; es wurde nur ein geringes An- 
steigen des Ammoniakstickstoffs beobachtet. Was den Gesamtstickstoff 
betrifft, so hat sich die Menge desselben unter sauerstofffreien Bedingungen 
im Vergleich zur Kontrolle nicht verandert, aber in der Luftportion 
erwies sich um 20,6 mg mehr Gesamtstickstoff als in der Kontrolle, 
wenn man auf 2g Trockensubstanz berechnet. Solch ein Ansteigen 
des Stickstoffs in Prozenten erklart sich durch Verbrauch von stickstoff- 
freiem Material im Prozeb der zweitagigen Atmung. 


1 Der bei der Fallung des Harnstoffs mittels Xanthydrol nach Fosse 
erzielte Dixanthylharnstoff wurde in vielen Fallen einer Analyse auf Stick- 
stoffgehalt unterworfen; die erhaltenen Daten wichen wenig von dem 
theoretischen Wert 6,66°, N ab; nur in einigen Fallen wurde eine Ab- 
weichung bis auf 6.30% N gefunden. 
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Versuch 2. 


Fiinf kleine, noch nicht vollstaéndig entfaltete Champignons wurden 
der Lange nach je in drei etwa gleiche Teile geschnitten. Ein Drittel der 
Hiite von jedem Pilze wurde gleich zur Kontrolle entnommen und ge- 
trocknet, die anderen zwei Drittel wurden mit den Stielen in 50 cem Wasser 
gesenkt und 1. in Wasserstoffatmosphére, 2. in Luftatmosphare versetzt. 
Nach 2 Tagen wurde der Versuch beendet und die Portionen getrocknet, 
ebenso wie die Kontrolle. Da das Trockengewicht der einzelnen Portionen 
in den Grenzen um 2¢ schwankte, so wurden alle Berechnungen auf 2g 
Trockensubstanz zuriickgefiihrt. 





Wasserstoft- 


Formen des Stickstoffs Kontrolle Luttatmosphare 
atmosphare 
Harnstott os: « «6: + 2 117.6 119.2 171.4 
Ammoniakstickstoff .  , 10.4 19,2 12,0 
Gesamtstickstoff .. , 172.0 168,0 188.6 


In diesem Versuch bemerken wir ebenso wie im vorigen ein An- 
steigen der Harnstoffmenge der Sauerstoffportion auf 45.8°,. Im 
Verlauf von 2 Tagen fand in der Wasserstoffatmosphire kein Verbrauch 
von Kohlehydraten statt, wie das nach dem Stickstoffgehalt in 2 ¢ 
dieser und der Kontrollportionen zu urteilen war; die Zahlen 172,0 
und 168.0 sind fast gleich; aber das bedeutende Ansteigen des Stickstoffs 
aus 2 g Luftportion (von 172,0 bis zu 188,6 mg) spricht deutlich fiir 
einen entsprechenden Verbrauch von stickstofffreien Substanzen 
wihrend des Atmungsprozesses binnen 2 Tagen. 

Es wurde noch eine Reihe Versuche angestellt, wobei die sauerstoff- 
freien Bedingungen durch Einbringen von Kohlensiure in den Exsikkator 
nach Entfernung der Luft erzeugt wurden. In diesen Fallen wurde 
durch die Absorption der Kohlensiure durch Atzlauge im Exsikkator 
eine verdiinnte Atmosphare erzeugt; in allen Versuchen dieser Serie 
haben wir ebenso ein Ansteigen der Harnstoffmenge nur in der Sauerstoff- 
portion beobachtet. In einem Fall hatten sich in der Kontrolle 114,8 mg 
und in der Sauerstoffportion 156,8 mg gebildet, in einem anderen in 
der Kontrolle 50,2 mg und in der Sauerstoffportion 72,0 mg, wenn man 
die Berechnung auf eine 2g Trockensubstanz enthaltende Portion 
zuriickfiihrt. 

Hieraus folgt, dah, wie die Asparaginsynthese nach den Angaben 
von W. Palladin nur in Gegenwart von Sauerstoff stattfindet, auch 
zur Bildung des Harnstoffs Sauerstoff notwendig ist. Fiihrt man den 
Vergleich des Harnstoffs und des Asparagins der griinen Pflanzen 
weiter, so ist zu bemerken, daB nach den Angaben des einen von uns! 
die in Chloroformdimpfe versetzten Champignons ebenso keinen 


1 N. N. Iwanoj/, diese Zeitschr. 148, 62, 1923. 
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Bedeutung d. Sauerstoffs fiir d. Bildung d. Harnstoffs in Pilzen. 7 


Harnstoff bilden; in denselben findet Eiweibstoffzerfall und Anhiufung 
von Aminosiuren statt, aber bis zur Harnstoffbildung kommt es nicht, 
wahrscheinlich wegen Zerstérung des Oxydationsapparates. Schon viel 
friiher hatte W. Butkewitsch' (1904) gezeigt, dab die Keime von gelben 
Lupinen in Toluoldimpfen die Asparaginmengen nicht vermehrten, 
obgleich in denselben Eiweibstoffzerfall stattfand. 

Das oben konstatierte Ausbleiben der Harnstoffanhiufung im Pilz- 
safte und in absterbenden Pilzen, die in Chloroformdampfe gebracht sind, 
stellt uns die Frage auf nach dem Zustand, in dem sich die Pilze in unseren 
Versuchen befanden, als wir dieselben unter sauerstofffreie Bedingungen 
versetzten. Vielleicht ist das Ausbleiben der Synthese auch hier mit dem 
Absterben des Pilzes verbunden. Zu diesem Zwecke stellten wir eine Reihe 
Versuche an, die uns voéllig eindeutige Resultate lieferten. 


Versuch 3. 

Die Halften von zwei Pilzen wurden in zwei Portionen geteilt und mit 
den Stielen jede in 50 cem Wasser gesenkt und in eine Wasserstoffatmosphare 
auf 24 Stunden versetzt. Nach Verlauf von 24 Stunden wurden die Hiite 
der ersten Portion getrocknet und zur Analyse prapariert, die zweite Portion 
aber wurde noch auf 2 Tage bei vélligem Zutritt von Sauerstoff stehen- 





gelassen und danach getrocknet. In 2g Trockensubstanz erwies sich: 
us i < k off 
Vessecbebedingame Harnstoff Ammoniakstickst 
mng me 
I. 24 Std. in Wasserstoff¥ .......-. 46.4 16.0 
= i “ und danach 48 Std. 
eee 72.6 10,0 


Hieraus schlieBen wir, daB nach 24stiindigem Verweilen in Wasser- 
stoff der Pilz die Eigenschaft nicht verliert, Harnstoff beim Atmungs- 
prozeB zu synthetisieren, wenn derselbe unter Sauerstoffbedingungen 
gesetzt wird. 

Im folgenden Versuche haben wir nicht nur den Harnstoff und das 
Ammoniak, sondern auch die Menge des Gesamtstickstoffs in 2 g 
Trockensubstanz in Betracht gezogen. 


Versuch 4. 


Zwei nicht groBe, unreife Champignons wurden der Linge nach je in 
zwei gleiche Teile geschnitten und mit den Stielen I. und II. in 50cem 
Wasser gesenkt. Beide Portionen wurden im Exsikkator in Wasserstoff- 
atmosphire 24 Stunden stehengelassen. Nach Verlauf dieses Zeitraumes 
wurden die Hiite der ersten Portion sofort getrocknet und die zweite Portion 
auf 3 Tage in Luftatmosphire versetzt. Nach Beendigung des Versuches 
wurden die Hiite getrocknet und beide Portionen analysiert. 


1 W. Butkewitsch, Regressive Metamorphose der Eiweifstoffe in 
héheren Pflanzen (russisch). Moskau 1904. 

















8 N. N. Iwanoff u. M. I. Smirnowa: 


Wie in den vorigen Versuchen wurden alle Berechnungen auf eine 2 ¢g 
Trockensubstanz enthaltende Portion bezogen. 





; Harnstoff Ammoniakstickstoff Gesamtstickstoff 
Versuchsbedingungen 
mg mg mg 
24 Std. in Wasserstoff . . 75,0 9,8 189.4 
aa . da- 
nach 72 Std. in Luft. . 129,90 19,6 227,8 


Hier ist ebenso zu ersehen, daB das Verweilen in Wasserstoff die 
Gewebe des Pilzes nicht tétet, und daB das Ubertragen in Sauerstoff 
ein Wiederauftreten der Harnstoffanhiufung nach sich zieht; das 
Steigen des Gesamtstickstoffs in 2g Trockensubstanz von 189.4 bis 
auf 227.8 mg weist deutlich auf einen Verbrauch von stickstofffreiem 
Material hin. 

Versuch 5. 

Die Halften eines groBen Champignons wurden ebenso wie im vorigen 
Versuche benutzt, nur daB nach 24 Stunden in Wasserstoff die zweite 
Portion sich 2 Tage in der Luft befand. 

Es erwies sich in 2g Trockensubstanz: 





. Harnstoff Ammoniakstickstoff Gesamtstickstoff 
Versuchsbedingungen 
i] meg mg mg 
I. 24 Std. in Wasserstoff 83.4 12,6 191.4 
ae a. 20 ” 
danach 48 Std. in Luft 120,2 12,8 204,6 


Das Versetzen in die Luftatmosphare ergab Anhaufung von Harnstoff 
und zugleich Verminderung von stickstofffreier Substanz. 


Es ist zu bemerken, daB die Pilze nach dem Verweilen wie unter 
sauerstofffreien, so auch unter sauerstofihaltigen Bedingungen ein 
vollig gesundes Aussehen besaBen und ‘in denselben keine Entwicklung 
von Bakterien bemerkt wurde. NV. N. Iwanoff hat in seinen friiheren 
Arbeiten haufig festgestellt, daB die Fruchtkérper der Pilze sich wahrend 
vieler Tage nach dem Trennen vom Mycel sehr gut erhalten; dieselben 
fahren fort, verstirkt zu atmen, und es finden in denselben Prozesse 
des Reifens und der Sporenbildung statt. Was aber das Verweilen der 
Pilze unter anaeroben Bedingungen betrifft, so sind dariiber schon die 
Angaben von S. Kostytschew (1. c.) oben angefiihrt, daB die Pilze 2 Tage 
lang unter diesen Verhaltnissen ohne jegliche Gefahr einer Entwicklung 
von Bakterien in denselben stehengelassen werden kénnen. 

Die Bedeutung des Sauerstoffs fiir die Harnstoffbildung in den 
Pilzen wurde durch die beschriebenen Versuche endgiiltig aufgeklart; 
aber gleich stieg die Frage auf, bis zu welchem Stadium der Harnstoff- 
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Bedeutung d. Sauerstoffs fiir d. Bildung d. Harnstoffs in Pilzen. 9 
anhaufung der Sauerstoff notwendig erscheint. Nach den friiheren 
Angaben finden beim Reifen der Champignons sukzessiv folgende 
Reaktionen statt: Spaltung der Eiweibstoffe bis zu Aminosiuren, 
Desaminierung derselben unter Bildung von Ammoniak und endlich 
Synthese von Harnstoff aus Ammoniak und ausgeschiedener Kohlen- 
siure. Um die Bedeutung des Sauerstoffs fiir die letzte Phase der 
Harnstoffsynthese aufzuklaren, beschlossen wir, Ammoniumsalze in 
die Fruchtkérper der Champignons einzufiihren, wie dieses schon friiher! 
getan wurde, aber zwei parallele Versuche auszufiihren, einen unter 
aeroben Bedingungen und den anderen unter anaeroben. Durch eine 
derartige Anstellung des Versuchs hofften wir die Frage nach der Rolle 
des Sauerstoffs fiir die Harnstoffbildung aus von auben eingedrungenem 
Ammoniak zu lisen. Aber hierbei begegneten wir einer Stérung, die, 
wenn sie auch die Aufklarung der Frage in der gedachten Richtung ver- 
hinderte, uns doch den Schliissel zum Verstehen der Harnstoffbildung 
in den Pilzen in die Hand gab. Es erwies sich, das die Ammonium- 
salze durch den Fruchtkirper des Pilzes unter anaeroben Bedingungen 
nicht absorbiert werden. 


Zur Bestitigung dieses Satzes fiihren wir zwei Versuche an. 


Versuch 6. 


Die in gewéhnlicher Weise der Lange nach zerschnittenen Pilze wurden 
mit den Stielen in 50cem 1°%iger Ammoniumcarbonatlésung versetzt und 
I. in Wasserstoffatmosphare, II. in Luftatmosphire auf 2 Tage gestellt, 
danach wurden die Hiite zum Versuch entnommen, getrocknet und 





analysiert. 
Bei Berechnung auf 2 g Trockensubstanz wurde erzielt: 
Vessuchebodingunene Harnstoff \mmoniakstickstoff 
me mg 
I. Anaerobe Bedingungen mit (NH,),C Os; 85,2 13,2 
147.6 11.0 


Ii. Aerobe . be a 


Unter aeroben Bedingungen fand Harnstoffbildung statt; indessen 
wurde keine Ammoniakanhiufung weder in dem einen, noch in dem 
anderen Falle beobachtet. Im folgenden Versuch wurde die hier fehlende 
Kontrollportion genommen. 


Versuch 7. 
Ebenso wie im vorigen Versuche, nur wurden die Pilze in drei Teile 
geteilt; I. Kontrolle — hier wurden die Hiite sofort getrocknet, II. und III. 
wurden mit den Stielen in 50 cem 1 °,iger Ammoniumnitratlésung gesenkt, 


1927. 


1 N. N. Iwanoff und A. G. Toschewikowa, diese Zeitschr. 181, 1, 

















10 N. N. [wanoff u. M. I. Smirnowa: 


II. in Wasserstoffatmosphare, III. in Luftatmosphire wahrend 2 Tag: 


gehalten. 
In 2g Trockensubstanz erwies sich: 





A mmoniak- Gesamt- 
Versuchsbedingungen Harstoff Stickstoff stickstoff 

mg mg mg 

so OES ae ee ee ee 85,2 15,8 195.6 
Il. 2 Tage in Wasserstoff mit NH,NO, 56,4 144 197,8 
 & a , Luft " a 156.8 13,8 225.4 


Aus dem Versuch geht deutlich hervor, daf% nur unter aeroben 
Bedingungen Ammoniakabsorption stattfand, d.h. nur dann, wenn 
dasselbe sich in Harnstoff umwandeln konnte; in der Wasserstoff 
atmosphiire fand keine Absorption statt, obgleich die Stiele in ein: 
Ammoniumnitratlésung gesenkt waren, denn es wurde kein Ansteigen 
weder des Gesamt-, noch des Ammoniakstickstoffs beobachtet. Dieser 
wichtige Umstand zeigt, da das Eindringen des Ammoniaks in den 
Pilzhut kein mechanischer ProzeB ist; das Ammoniak ist fiir den 
Champignon als eine giftige Substanz anzusehen, welche in dem Mabe 
absorbiert wird, als dieselbe in eine neutrale Form — in Harnstoff — um 
gewandelt wird. .V. NV. Iwanof/' hatte friiher beobachtet, daB in die 
Pilze diejenigen Substanzen eindringen, welche fiir sie neutral erscheinen 
Selbst Harnstoff wird nur von denjenigen Pilzen absorbiert, welche 
keine Urease besitzen; im letzten Falle gibt ein Teil des eingedrungenen 
Harnstoffs freies Ammoniak, welches das weitere Eindringen des 
Harnstoffs aufklirt; von Interesse ist zu bemerken, daB in dieselben, 
Urease enthaltenden Pilze Thioharnstoff vollstandig frei eindringen 
kann, da derselbe in diesem Falle nicht schidlich erscheint, weil die 
Urease des Pilzes denselben zersetzt. Wir verfolgten das Eindringen 
in den Pilz auch von Salzen der Salpetersiure unter anaeroben und 
aeroben Bedingungen: es erwies sich, dab wir unter anaeroben Bedin- 
gungen kein Eindringen der Salpetersaure beobachten konnten, wo wir 
dem Pilz 1 %ige Kaliumnitratlisung gaben, obgleich wir ein so empfind- 
liches Reagenz wie Diphenylamin anwandten, wahrend unter aeroben 
Bedingungen das Eindringen von Kaliumnitrat stattfand, da wir unter 
Benutzung des Buschschen Reagenzes, des Nitrons, in einer Halfte des 
Pilzes 24 mg Salpetersiure vorfanden. Die Frage nach dem Eindringen 
verschiedener Stoffe in den Pilz unter aeroben und anaeroben Be- 
dingungen bildet gegenwirtig den Gegenstand unserer weiteren Unter- 
suchung. 

Die niedrigeren Pilze, welche fiahig sind, organische Sauren zu 
bilden, unter diesen auch Aspergillus niger, kénnen mit Hilfe derselben 


1 Diese Zeitschr. 150, 115, 1924 
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Bedeutung d. Sauerstoffs fiir d. Bildung d. Harnstoffs in Pilzen. Il 


\mmoniak binden, indem dasselbe dadurch neutral wird. Ein anderer 
('vpus von héheren Pilzen, wie Boviste und Champignons, haben in sich 
eine hohe physiologische Vorrichtung ausgearbeitet, um Ammoniak in 
Harnstoff umzuwandeln, wie es nur héhere Tiere tun. Es sei bemerkt, 
daB der Champignon in sehr schwachem Mabe die Fahigkeit besitzt, 
organische Siéuren zu bilden?. 

Von Interesse ist, zu bemerken, dab es unter den héheren Pflanzen 
stark ausgeprigte Siurebildner gibt; zu denselben gehéren Begonien 
und unter letzteren Begonia semperflorens, welche nach den Angaben 
von Ruhland und Metzel2 in den Blattern bis zu 20°,, Oxalsiure anhauft 
und bedeutende Mengen Ammoniakstickstoff enthalt. Die Kultur 
dieser Pflanze auf stickstoffarmer Nahrung fiihrt mit sich das Ausbleiben 
von Ammoniakanhiufung und eine Abkiirzung der Oxalsiurebildung 
Solch eine Neutralisation des Ammoniaks durch organische Sauren 
erinnert sehr an die bei Aspergillus niger stattfindenden Erscheinungen 
und hebt die Begonia aus dem Kreise jener griinen Pflanzen hervor. 
welche iiberschiissiges Ammoniak in Form von Amiden des Asparagins 
oder Glutamins aufspeichern. 

Zum SchluB der Arbeit haben wir noch einen Versuch angestellt, 
den Champignons Oxalsiiure in Lésung zu verabreichen, indem wir 
die Pilzstiele in dieselbe senkten. Wir konnten konstatieren, dab 
Oxalsiure in das Pilzgewebe eindrang, es entstand eine deutlich saure 
Reaktion, und wir beobachteten als Folge davon eine Abnahme des im 
Pilz gebildeten Harnstoffs. 

Vorliufig haben wir keine Gelegenheit gehabt, die Bedeutung der 
in den Pilz eingedrungenen Oxalsiure zu untersuchen, aber aus diesen 
Daten ist schon zu ersehen, daB die Sauren die Harnstoffbildung auf- 


Versuch &. 


Der Champignon wurde in zwei gleiche Teile geteilt und mit den Stielen 
I. in 100cem Wasser, II. in 100cem 0,5 °%Giger Oxalséurelésung versetzt 
und bei Zimmertemperatur an der Luft 2 Tage lang stehengelassen. Nach 
Beendigung des Versuches wurden die Hiite getrocknet, zu Pulver zerrieben 
und auf Harnstoff analysiert. 

Auf 2g Trockensubstanz wurde Harnstoff vorgefunden. 





. Harnstoff 
Versuchsbedingungen er 

meg 
Rew eee Wee. . wt tet x 131,0 
Il. 100 . Ob°% iger Oxalsaure . 119.8 


Die eingedrungene Oxalséure hat die Harnstoffanhaufung aufgehalten. 


1 S. Kostytschew, |. ¢. 
2 W. Ruhkland und K. Wetzel, Planta 1, 558, 1926. 

















12 N.N. Iwanoff u. M. I. Smirnowa: Bedeutung des Sauerstoffs usw. 


Versuch 9. 


Wiederholung des vorigen Versuches, nur mit 1 %iger Oxalsaure. 
Auf 2g Trockensubstanz erwies sich: 





Versuchsbedingunges Harnstoff Gesamtstickstoff 
mg mg 
ee ee ee 102.4 172.6 
Il. 100 , 1% iger Oxalsture. . . . . 61,8 175.0 


halten. Vielleicht gelingt es im weiteren, durch Anderung der Siure- 
verhaltnisse, die Harnstoffbildung einer bestimmten Gesetzmabigkeit 
zu unterwerfen, aber dazu sind noch ergiinzende Versuchsdaten not- 
wendig. 

Die verallgemeinernde Idee Boussingaults (1864) von der Ahnlichkeit 
der Umwandlung des Stickstoffs bei Pflanzen, welche Asparagin bilden 
und bei Tieren, welche Ammoniak im Harnstoff umwandeln, findet 
gegenwartig neue Bestitigung. Die Entdeckung des Harnstoffs in 
Pflanzen und die Rolle, welche demselben in der Stickstoffumwandlung 
der Pilze zukommt, bietet uns reiches Material zur Beurteilung der 
Identitat einiger Stickstoffumwandlungen in der Pflanzen- und Tierwelt. 
Der Mechanismus der Harnstoffbildung in den Pilzgeweben und in 
der Leber der Siugetiere, ist ein und derselbe; diese in den Bestand 
der so fern voneinander stehenden Organismen gehérenden Gewebe 
haben in sich eine hohe physiologische Vorrichtung zur Neutralisation 
des Ammoniaks in Harnstoff ausgearbeitet. Der Harnstoff erscheint 
in der Tierwelt stets als Abfallsprodukt, und in der Pflanze bei Ab- 
wesenheit von Kohlehydraten ebenfalls als Abfall, aber bei Gegenwart 
von Kohlehydraten und Urease als Stickstoffnahrungssubstanz. 

Zum SchluB ziehen wir folgende Folgerungen: 

1. In den Pilzen wird Harnstoff nur in Gegenwart von Sauerstoff 
gebildet, analog dem Asparagin griiner Pflanzen. 

2. Nach Einbringen der Pilze in eine Wasserstoffatmosphare, in 
der dieselben den friiheren Harnstoffgehalt beibehalten, erlangen die- 
selben wieder die Méglichkeit, denselben anzuhaufen, sobald dieselben 
in eine sauerstoffhaltige Atmosphire versetzt werden. 

3. Bei Zutritt von Sauerstoff synthetisiert der Pilz Harnstoff aus 
dem absorbierten Ammoniumsalz; unter sauerstofffreien Bedingungen 
versagt der Pilz, Ammoniak zu absorbieren, welches fiir denselben als 
kein unschadlicher Stoff erscheint und vom Pilz nur in dem Mabe 
absorbiert wird, als es in Harnstoff umgewandelt wird. 

4. Die Rolle des Sauerstoffs bei der Harnstoffsynthese in Pilzen 
ergibt neue Méglichkeiten, den Harnstoff mit Asparagin zu vergleichen, 
fiir dessen Bildung ebenso Sauerstoff notwendig ist. 
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Bemerkungen zur Bestimmung von Urotropin 
in der Riickenmarksflissigkeit (liquor cerebrospinalis). 


Von 
Erich Bertel. 
(Aus dem chemischen Institut der Universitét Innsbruck.) 


(Eine -gangen am 8. Juni 1928.) 


Von den zahlreichen, meist auf einer Spaltung des Urotropins 
in Ammoniak und Formaldehyd beruhenden Verfahren zur Bestimmung 
des Urotropins kommt die Mehrzahl infolge ihrer Umstandlichkeit 
oder Ungenauigkeit hier nicht in Betracht. Die iibrigen Verfahren 
habe ich zum Teil nachgepriift. Dabei wurden einige bemerkenswerte 
Beobachtungen gemacht. 

Die Farbung nach Schryver' in der Ausfiihrung von Hald erlaubt 
nur rohe Schitzungen. (Phenylhydrazinchlorhydrat tritt mit Form- 
aldehyd im kochenden Wasserbad aus Urotropin entwickelt zusammen 
und erzeugt mit rotem Blutlaugensalz und Salzsiure eine rote Farbung.) 
Man erhalt aber keine vergleichbaren Farben in den Vergleichsfliissig- 
keiten, und der Umschlag von Rot in Gelb beim Verdiinnen stért. 

Versuche einer Bestimmung nach Tollens in der Ausfiihrung von 
Orchard? schlugen fehl, weil die Korperfliissigkeit an sich ammo- 
niakalische Silberlésung reduziert, weil es ferner schwierig ist, Spuren 
einer Silberabscheidung bei stundenlangem Kochen zu _ vermeiden, 
nicht aber, weil Hexamethylentetramin nicht reduziert, wie Loew* 
filschlich behauptet. 

Weil nun die Beobachtung Hartungs*, dab wisserige Losungen 
von Urotropin durch starke Siuren in Formaldehyd, Ammoniak und 
Methylamin gespalten werden, nur fiir konzentrierte Lésungen zutrifft, 
konnte von P. Gerard und S. Moissonier® Hexamethylentetramin im 


1 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 64, 329, Chem. Centralbl. 1911, 
I, 1428. 

2 Fresenius, Zeitschr. f. analyt. Chem. 36, 719, 1897; vgl. Ber. 15, 
1830, 1882; 16, 918, 1883. 

$ Journ. f. prakt. Chem. 83, 325, 1886. 

* Ebendaselbst 46, 17, 1892. 

5 ©. r. soc. d. biol. 87, 1073, 1922, Chem. Centralbl. 1928, IT, 555. 
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Blute bestimmt werden, durch Salzsiurespaltung in Formaldehyd und 
Ammoniak und mafanalytische Bestimmung des Ammoniaks nach 
ihrer Vorschrift!. D. Marotta und F. di Stefano* schlagen vor, Uro 
tropinlésungen zu bestimmen, durch Uberdampfen des Formaldehyds 
in eine Vorlage nach dem Zersetzen mit Schwefelsiure und Oxydation 
nach dem jodometrischen Verfahren von Romijn*. Dieses Verfahren 
ist wohl am brauchbarsten. Es empfiehlt sich, den Formaldehyd im 
Wasserdampfstrom zu destillieren. Abianderungen nach dem ,,Verein 
fiir chemische Industrie und Fresenius und Griinhué* sind nicht nétig 
wenn man die Jodlésung in gehérigem Uberschu®B lange genug ein- 
wirken Jabt. 

Folgender Arbeitsgang fiihrte zu zuverlissigen Ergebnissen: Die 
einem Gehalt von 1 bis 10 mg Urotropin (das sind °/, bis ®/, mg Form 
aldehyd) entsprechende Menge von Riickenmarksfliissigkeit wird mit 
5ecem n Schwefelsiure im Wasserdampfstrom 20 Minuten erhitzt, das 
Destillat mit 25ccm n/10 Jodlésung versetzt und dann n Natron 
lauge (e natrio, frei von Jodat) etwa bis zum Ubergang des Brauns 
in Gelb (5 ccm) hinzugegeben. Man laBt mindestens eine halbe Stunde 
stehen, siuert die unterdessen farblos gewordene Lisung mit 10 cem 
n Schwefelsaiure an und titriert nach kurzem Stehen mit n/10 Natrium- 
thiosulfat ®. 

Das die normale Riickenmarksfliissigkeit an sich das Verfahren 
nicht beeintrichtigt, geht aus folgenden Proben hervor, die mit je 
0,612 mg Urotropin nach dieser Vorschrift (jedoch mit nur 10 ccm 
n/10 Jodlésung) angestellt wurden. 





I Il Hl 
Angewandt. . . 0,612 mg 0,612 mg 0,612 mg 
Verbraucht. . . 0,52 cem n/10 J 0,54 cem n/10 J 0,52 cem n/10J 
Entspricht . . . 0,607 mg 0,630 mg 0,607 mg 


(leem n/10 J entspricht 1,16 mg Urotropin oder 1,5 mg Formaldehyd.) 


1 C. r. soc. d. biol. 82, 1086, 1919, Chem. Centralbl. 1920, IT, 320. 
2 Ann. chim. appl. 16, 201, Chem. Centralbl. 1926, II, 1560. 

3 Fresenius 36, 19, 1897. 

* Ebendaselbst 89, 60, 1900; 44, 20, 1905. 

5 Chem. Centralbl. 1917, II, 489. 
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Eine neue Mikrobiirette. 


Von 
Erik M. P. Widmark und Séren L. Orskov. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut zu Lund.) 
(Eingegangen am 12. Juni 1928.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei Biiretten nach dem gewéhnlichen Prinzip (mit Entleerung 
der Fliissigkeit nach unten durch die Schwerkraft und Ablesung auf 
einer Glasskala) in ihren kleinsten Modifikationen kann man Fliissig- 
keitsmengen bis zu 5 cmm ablesen. 

Unter Mikrobiiretten verstehen wir solche, die eine Ablesung ge- 
ringerer Fliissigkeitsmengen zulassen. 

Die erste Mikrobiirette, die 1925 von P. Rehberg (1) angegeben 
worden ist (sie ist seither etwas modifiziert worden), erfillt gut die 
Anspriiche, die man an eine solche stellen kann. 


Das Prinzip besteht darin, daB man mit einer Schraube Queck- 
silber in eine 100 cmm fassende Glasbiirette hinaufprebt, an der die 
Ablesung auf der Skala mit einer Genauigkeit von '/,,cmm méglich 
ist. Durch das Schrauben treibt man die Fliissigkeit, mit der titriert 
werden soll, aus. 

J. W. Trevan (2) hat eine Mikrometerspritze angegeben, bei der 
der Kolben der Spritze mit einer Mikrometerschraube in Verbindung 
steht. An einigen Versuchen zeigt er die Verwendbarkeit derselben 
zu Titrationen. Eine ahnliche Konstruktion hat Emich angegeben (3). 


Die im folgenden zu besprechende Mikrobiirette soll gewisse Vor- 
teile bieten: 1. Man ist bei dieser Konstruktion nicht von Verunreini- 
gungen der Quecksilberoberfliche abhingig. 2. Die Ablesungen er- 
folgen auBerordentlich bequem. 3. Der Apparat hat eine Kapazitat 
bis zu 200cmm. 4. Die Biirette kann direkt mit der die Titrations- 
fliissigkeit enthaltenden Flasche in Verbindung gesetzt werden, wodurch 
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die Einwirkung der Luft ausgeschlossen wird und leicht ein Durch- 
spiilen der Birette vorgenommen werden kann. 


Das Prinzip ist hier ein anderes als beim Apparat von Rehberg 


Mit Hilfe einer Mikrometerprizisionsschraube A wird ein Stahl. 
zylinder B (schwedischer Silberstahl)! in das Quecksilber hinauf 
getrieben, das seinerseits die Titrationsfliissigkeit verdrangt. Hierdurch 
wird ein Ablesen auf einer Glasskala ganz vermieden. 


Eine bestimmte Anzahl Schraubengiinge entspricht einer be- 
stimmten Menge Titrationsfliissigkeit. 


Es ist selbstverstandlich, dal} hierzu eine besonders genaue Mecha- 
nikerarbeit erforderlich ist (gleichwie zur Biirette von Rehberg eine 
besonders sorgfaltige Eichung der Glasbiirette erforderlich ist)?. 


In beiden Fallen soll man zur Sicherheit selbst eine Eichung vor- 
nehmen. 


In der Abb. 1 ist die Biirette in der Perspektive wie im Durch- 
schnitt zu sehen. 


C ist ein Ebonitstab, der die Mikrometerscheibe durch eine 
Polhemsche Kopplung runddreht. 


Zum Ablesen der Umdrehungen hat man |. teils eine vertikale 
Skala £, die die Anzahl Umdrehungen angibt (man liest mit Hilfe 
eines Zapfens ab, der mit der Scheibe bei den Bewegungen der Schraube 
mitfolgt), 2. teils eine feine Einstellung D auf einer horizontalen Scheibe, 
die fest mit der Schraube verbunden ist. Sie ist in 100 Teile geteilt, 
von denen jeder */,9, Umdrehung entspricht. 


Der erwahnte Stahlzylinder steht mit der Scheibe in fester Ver- 
bindung. Er hat einen Durchmesser von 4 mm und wird mit jedem 
Schraubengang um !., mm gehoben. Er gleitet in einem genau schlieBen- 
den Metallrohr F (damit das oberhalb befindliche Quecksilber nicht 
herausdringen kann). 


An diesem ist der Glasteil der Biirette befestigt; nach oben mit 
Hilfe eines eingeschobenen, etwa 'cm breiten Stiickes Paragummi- 
schlauch G, der luftdicht schlieBt, nach unten mit Picein H, das Stabilitat 
verleiht. 


1 Der verwendete Silberstahl wird von Sandvikens Jernverks Aktie- 
bolag verfertigt. Der Stah! hat einen Durchmesser von 4mm. Als Toleranz 
fiir die Qualitat A gilt + 0,005, — 0,01 mm. Als Ausdehnungskoeffizient 
zwischen 17 und 100° wird 10,7. 10—® angegeben. 

2 Der Apparat wird vom Instrumentenmacher A. Hill (Lund) ver- 
fertigt. 
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Um jenen Teil des Stahlzylinders, der iiber das Metallrohr hervor- 
ragt, sieht man eine diinne Quecksilberschicht 7, und auch tiber dem 
Zylinder befindet sich etwas Quecksilber. 


In der Abb. 1 ist der Zylinder fast ganz hinaufgeschraubt. 





Abb.1. 


Ein Stiick oberhalb desselben geht das Glasrohr in ein Kapillarrohr 
iiber, das sich in einen T-Hahn fortsetzt, der nach oben in einen kleinen 
Trichter miindet; seitlich geht ein Kapillarrohr ab, das etwa 5 cm 
vom Hahn nach unten gebogen und in eine Spitze mit einer Offnung 
von héchstens |}. mm ausgezogen ist. 

Wie ersichtlich, war man bestrebt, den Apparat so zu konstruieren, 
daB in der Biirette so wenig iiberschiissige Fliissigkeit wie méglich 
vorhanden ist. ‘ 

Wenn der Stahlzylinder ganz herabgeschraubt ist, sind in der 
Biirette etwa 0,8 ccm Fliissigkeit vorhanden; hiervon sind 0.2 bis 
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0.3cem Quecksilber (es ist weniger als 0,1 cem zum Bedecken de- 


Zylinders erforderlich). Etwa 0.5 ccm sind Titrationsfliissigkeit. 
Wenn der Zylinder ganz hinaufgeschraubt ist, erreicht das Queck 
silber fast den Hahn. 
Das Kapillarrohr vom Hahn bis zur Spitze fabt etwa 0,3 ccm. 
Beim Montieren des Apparats muB auf folgendes Riicksicht ge 
nommen werden. 
Der Stahlzylinder wird mit einer diinnen Schicht Vaselin § ein 
gefettet, teils um selbst geschiitzt zu sein, teils um ein luftdichtes 
SchlieBen mit dem umgebenden Rohre zu erreichen. 


Bevor der Glasteil tiber diesem angebracht wird, leimt man ein 
kleines Stiick Paragummischlauch von passender Dicke auf dessen 
obersten 4, cm, darunter tiberzieht man mit warmem Picein und 
schiebt dann das leicht erwairmte Glas dariiber. 

Ohne Verwendung des Gummischlauches gelangt Picein in den 
Behalter hinauf, und es kann nun schwierig kontrolliert werden, ob 
sich Luft unter dem Quecksilber befindet. 


Beim Schrauben und bei der Benutzung des Hahnes wird das 
Quecksilber vom Trichter heruntergesaugt. 

Man 1aBt das Quecksilber zuerst zum Hahn herunterflieBen (mit 
offenem Seitenrohr); darauf saugt man 200 cmm in das unterste Rohr 
herab, wobei etwas auf den Stahlzylinder fallt; dann setzt man das 
unterste Rohr mit dem Seitenrohr in Verbindung, schraubt ganz auf 
und setzt das oberste und das unterste Rohr wieder in Verbindung 
miteinander usw. 


Luftblasen im Quecksilber verschwinden durch Schrauben und 
Klopfen am Rehre. 


Die Luft im Hahn kann in gleicher Weise entfernt werden oder 
indem man das oberste Rohr und das Seitenrohr mit einem schwachen 
Vakuum einer Wasserstrahlpumpe in Verbindung setzt. 


Ist nach dem Fiillen Luft im Apparat vorhanden, so sieht man, 
daB die Flissigkeit in der ausgezogenen Spitze sich bei kleineren Be- 
wegungen der Schraube triage oder gar nicht bewegt. 


Nachdem der Apparat einigemal mit Titrationsfliissigkeit durch- 
spilt worden ist, kann er in Gebrauch genommen werden. 


Zuerst muB man sich aber davon iiberzeugen, daB der Hahn dicht 
ist. Durch Einstellen der Fliissigkeit derart, daB sie einige Millimeter 
iiber der Spitze steht, kann man nach etwa 10 Minuten langem Stehen- 
lassen leicht feststellen, ob eine Verschiebung stattgefunden hat. 
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Der Hahn wird nur zur ersten Fiillung benutzt, da es schwierig 
st, denselben vollkommen dicht schliebend zu bekommen, und da man 
hn dann nicht standig zu kontrollieren braucht. 

Der Stab, der mit Hilfe einer Ubersetzung mit der Mikrometer- 
schraube in Verbindung steht, ist angebracht, um Warmewirkungen 
von seiten der Hand zu vermeiden. Dies wird des weiteren dadurch 
verhindert, daB zwischen Apparat und Hand eine Platte K angebracht 
ist. Schon ohne diese scheint die Warme von der Hand keine Be- 
deutung mehr zu haben, wenn sie wie hier in einem Abstand von etwa 
15em von der Schraube gehalten wird. 

Wird die Platte entfernt, die Fliissigkeit auf eine Marke ein- 
gestellt, die einige Millimeter tiber der Spitze der Biirette angebracht 
wird, und halt man dann die Hand 10 Minuten unter dem Apparat 
am Ende des Stabes, so kann keine Verschiebung der Fliissigkeit fest- 
gestellt werden, obwohl an dieser Stelle 1 mm des Kapillarrohres nur 
0,06 cmm entspricht. 

Der Hahn kann indessen auch umgangen werden. Man verwendet 
dann ein gewéhnliches T-Rohr, dessen oberster Zweig ausgezogen 
ist und auf dem ein Gummischlauch mit einem Quetschhahn sitzt; 
letzterer ist am Stativ befestigt und kann unmittelbar oberhalb der 
Glasspitze geschlossen werden. Der Vorteil dieser Modifikation besteht 
darin, daB man die Biiretten mit den die Titrationsfliissigkeiten ent- 
haltenden Flaschen (./) direkt in Verbindung haben kann. Dies hat 
besondere Bedeutung fiir die Lauge, indem diese hierbei mit der Luft 
nicht in Beriihrung zu kommen braucht, hat aber auch Bedeutung, 
wenn man mit Fliissigkeiten von schwacher Normalitat arbeitet, die 
durch eine Alkaliabgabe von seiten des Glases leicht verandert werden, 
da hierbei leicht durehgespilt werden kann. 

SchlieBlich verbleibt die Genauigkeit des Apparates zu besprechen. 

Es ist erforderlich, die Dimensionen jenes Teiles des Stahlzylinders 
zu bestimmen, der in das Quecksilber hinaufragt, und dann zu unter- 
suchen, ob es notwendig ist, Korrektionen einzufiihren. 

Man fiillt die Biirette ganz mit Quecksilber, so dab die Schraube 
auf beiden Skalen auf Null steht, schraubt dann eine Umdrehung 
nach oben, wiegt das ausgetriebene Quecksilber usw. 

Am genauesten geschieht dies, indem das Quecksilber nach jeder 
Umdrehung auf eine Marke eingestellt wird, die einige Millimeter 
oberhalb der Spitze der Biirette angebracht ist. Hierbei wird man 
allerdings nicht mit ganzen Umdrehungen rechnen kénnen, sondern 
man muB Umrechnungen vornehmen. 

Das erste Verfahren wurde bei den beiden ersten Auswiegungen 
von Biirette I verwendet, das letztere Verfahren beim letzten Aus- 
wiegen von Biirette I und fiir Biirette LI. 
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Auswiegen von Biirette I. 
Die Abweichungen vom Mittelwert fiir jede Umdrehung in jeder Kolonn vieg 
sind in '/;99¢mm angegeben; die vierte Kolonne bringt den Mittelwert de: 
Abweichungen in den drei Auswiegungen fiir die entsprechende Schrauben alte 
hohe. - 3 
vetr 
Nr. I II Il Mittel 
Wer 
1 + 5 14 0 — 3 
2 +9 + 3 13 1 
8 — 9 + 5 — 16 — 7 
4 +16 — y + 38 + 8 
5 - 8 — 7 16 9 
6 + 5 + 5 4 + 2 
7 + 20 9 + 6 + 6 
5 + 4 + 11 - 2 + 4 
9 + 6 + 1 +11 + 6 
10 0 + 17 2 + 5 
11 19 2 + 6 — 4 zu | 
12 5 + 7 0 + 4 
3 —_ § — na 3 
id 2 bi 4 - 4. : drel 
15 5 — 9 2 — 5 sinc 
16 — 4 + 4 + 5 t+ 2 
17 14 11 & a und 
18 +14 - 2 8 + 1 gere 
19 — +10 2 0 Rol 
20 17 + 5 + $8 » § , 
21 — 10 - 16 + 8 6 = 
22 +15 —17 — 16 — 6 
23 +19 — 2 + 1 + 6 
24 — 8 + 6 5 — 1 
25 + 11 + 5 + 5 + 7 
26 +15 + 8 + 9 + 11 Jor 
27 + 5 + 12 + 2 + 6 das 
28 — § —11 —11 9 
29 + 1 + 4 + 9 + 5 
30 0 + 1 — 11 8 


Der Mittelwert der drei Reihen von Bestimmungen von 0 bis 30 
betragt fiir eine Umdrehung 6,291 cmm. 
Beim Auswiegen von Biirette I] wurden folgende Abweichungen 


gefunden: 

Abweichungen vom Mittelwert, ausgedriickt in '/,9, emm. 
= + 5 | a or ee 0 
Bs 7 nee a Bh. 22 ay 10 
3. 6 See 9 23 . l 
 . 0 a at a: se 24. 7 
S 5 Sie 7 25 . 4 
6 ~4 See 10 26 2 
7 7 ee 4 27 5 
8 7 _ 0 28 2 
e+ we ee gee 29 4 
0... 1. —!1 oe ee, 30. 4 
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Fiir diese Biirette ist fiir jeden Schraubengang nur eine Aus- 
viegung ausgefiihrt worden. 

Um fiir jeden Schraubengang einen sicheren Mittelwert zu_ er- 
halten, ist das Quecksilber, das beim Schrauben von 0 bis 30 aus- 
vetrieben wird, fiinfmal gewogen worden. 

Umgerechnet in Kubikmillimeter pro Umdrehung, sind folgende 
Werte erhalten worden: 

6,288 cmm 
6,285 _,, 
6,284 __,, 
6,283 __,, 
6,285 .. 


Mittelwert 6,285 emm 


Fiir zwei andere Biiretten wurde eine Umdrehung zu 6,289 und 
zu 6,296 emm gefunden. Der theoretische Wert ist 6,283. 

Hinsichtlich der Abweichungen vom Mittelwert fiir jede Um- 
drehung von 0 bis 30, die fiir die Biiretten I und Il gefunden worden 
sind, ist es wahrscheinlich, daB sie zum Teil auf Fehlern beim Wiegen 
und Einstellen zuriickzufiihren sind, da nur mit !/, 9. Umdrehungen 
gerechnet worden ist. SchlieBlich diirfte hier die Temperatur eine 
Rolle spielen kénnen, da sich dieselbe wahrend der Zeit des Auswiegens 
im Zimmer leicht etwas andern kann. 


Literatur. 
1) Rehberg, Poul Brandt, A method of microtitration, The Biochem. 
Journ. 19, 270, 1925. 2) J. W. Trevan, The Mircometer Syringe, eben- 
daselbst 19, 111, 1926. —- 3) Wermuth, Diss. Universitét Graz 1914. 











Eine Mikromethode zur Bestimmung von itherléslichen 
organischen Siuren im Blute. 


Von 
Séren L. Orskov. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut zu Lund.) 


(Eingegangen am 12. Juni 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Widmark (1) hat 1926 eine neue Extraktionsmethode mitgeteilt. 
Das Prinzip besteht darin, daB die zu extrahierende Fliissigkeit und die 
Fliissigkeit, die das Extrahierte aufnehmen soll, sich in zwei Behiltern 
(dem Dimittenten bzw. dem Rezipienten) befinden, die miteinander 
durch ein Rohr in Verbindung stehen, durch das das Extraktions- 
mittel unter Zuhilfenahme einer gleichmaBig schaukelnden Bewegung 
hin- und zuriickstrémt; die liéslichen Stoffe werden quantitativ von 
der Dimittenslésung extrahiert und von der Rezipientenlésung quanti- 
tativ gebunden. 

Die Methode hat bereits einige Verwendung gefunden. 

Meine Aufgabe bestand darin, die Methode als Mikromethode zu 
versuchen und dann eine Methodik zum Nachweis der atherléslichen 
Sauren im Blute auszuarbeiten. 

DaB eine solche Methode ein Bediirfnis darstellt, dariiber besteht 
wohl kein Zweifel. Mit der bisher zur Verfiigung stehenden Methodik 
ist dies sehr schwierig, und sie erfordert eine gréBere Blutmenge, als 
man aus Kapillaren erhalten kann. 

Friiher hat man sich mit indirekten Methoden begniigt. Man 
hat das py des Blutes bestimmt, die Kohlensiurespannung im Blute 
und in der Alveolarluft, die GréBe der ,,Alkalireserve’*, die Chlor- 
menge, oder man hat umgekehrt die Menge einzelner Sauren ermittelt, 
wenn es auch in einer groben Anzahl von Fallen die Menge der orga- 
nischen Saéuren gewesen ist, die man kennenlernen wollte. 

In einem anderen Falle hat man, wie Peters (2), die Menge der- 
selben durch Subtraktion der anorganischen Sauren von der Total- 
siuremenge zu berechnen versucht. 
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Das Prinzip ist das gleiche, das von Widmark bei der Extraktion 
on atherléslichen Sauren im Harn im groben Apparat verwendet 
wurde. Der Harn wird angesiuert, die atherléslichen Sauren gehen 
in den Ather tiber und werden dann im Rezipienten von einer alkalischen 
liissigkeit von bekannter Menge und Starke aufgenommen, worauf 
sie nach Entfernung der Kohlensaure und fliichtiger Siuren des Athers 
titriert werden. 

Hierzu werden 0,1 oder 0,2 ccm Blut zusammen mit der Saure 
im Dimittenten verwendet. Im Rezipienten befindet sich eine be- 
kannte Menge von n/20 NaOH, die mit Ather iiberschichtet wird. 
Nach 90 Minuten langem Schaukeln befinden sich die gesuchten Sauren 
im Rezipienten, wo sie durch Titration nachgewiesen werden kénnen, 
nachdem Kohlensaure und fliichtige saure Produkte im Ather mittels 
Durchblasen von kohlensiurefreier Luft entfernt worden sind. 


Erforderliche Apparate und Chemikalien. 

1. Zwei Mikrobiiretten, etwa 225cmm Titrationsfliissigkeit ent- 
haltend (die Biirette ist in der vorhergehenden Abhandlung 8. 16 
beschrieben). 

2. Pipetten je 0.2 ccm. 

3. Eine mit den Pipetten in Verbindung zu setzende; Spritze; 
die Pipette wird durch einen Gummischlauch mit der Spitze der Spritze 
verbunden. Diese Verbindung wird durch einige Holzstabchen, iiber 
die das Ende des Schlauches gezogen wird, stabilisiert. 

4. Ein Uhrglas zum Auffangen von Blut. 

5. Zwergreagenzgliser aus Jenaer Glas. 

6. ExtraktionsgefiBe aus Jenaer;Glas in Ubereinstimmung mit 
der Abb. 1 (&uBerer Durchmesser 15 mm). 

7. Ein Schaukelapparat laut Abb.1. Die Rohre werden durch 
einen Gummischlauch festgehalten. 

8. Ein regulierbarer Motor hierzu. 

%. Einen Behalter fiir kohlensaurefreie Druckluft. 

10. Bei kiinstlichem Lichte eine Lichtquelle, die nur die Biiretten- 
spitze trifft (z. B. mit Hilfe eines wassergefiillten Rundkolbens), den 
iibrigen Teil der Biirette aber nicht erwarmt; es wird ein weiber Unter- 
grund aus Glas zur Reflexion des Lichtes verwendet. 

11. Eine graduierte 10-cem-Pipette zum Abmessen des Athers. 

12. n/20 H,SO,. 

13. n/20 NaOH (kohlensaurefrei). 

14. Kohlensaurefreies Wasser. 

15. 0,02°,ige Phenolphthaleinlésung. 

16. n/5 H,SO, mit 10°, NaCl. 

17. Alkoholfreier Ather. 
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18. Kleinere Kolben aus Jenaer Glas, die mit n/20 Lésunge: 
von NaOH und H,SQO, beschickt werden. Die Kolben werden mit 
dichtschlieBenden, doppelt durchbohrten Stopfen versehen und haben 
direkten Ablauf zur Mikrobiirette. 

19. Konzentrierte Schwefelsiure mit Kaliumbichromat zum Rei 
nigen der Extraktionsrohre. 

Die Réhren werden zuerst mit Kaliumbichromatschwefelsiure 
stehengelassen, dann griindlich mit Wasser und darauf mehrmals mit 
destilliertem Wasser gespiilt, worauf sie mit einem Luftstrom trocken- 
geblasen werden. 


Die Ausfiihrung der Bestimmungen. 


Es wird zuerst die Ausfiihrung der Bestimmungen beschrieben 
und dann auf die Priifung der Einzelheiten der Methode eingegangen 

Die eine Biirette wird mit n/20 NaOH gefiillt und beide Skalen 
auf Null eingestellt; darauf wird die Biirettenspitze sorgfaltig mit 
Filtrierpapier getrocknet. 

Nun setzt man den Rezipienten des Extraktionsrohres auf die 
Biirettenspitze und schraubt 30 Umdrehungen auf. Die Biiretten- 
spitze wird mehrmals gegen die trockene Glaswand gehalten, um auch 
den letzten Rest von Fliissigkeit zu entfernen. Hierbei wird ent- 
leert: 6,285.30 — 188,55 cmm. 

Das zu untersuchende Blut wird auf das Uhrglas gebracht. Eine 
Pipette von 0,2 ccm wird in die erwahnte Spritze gesetzt. Man saugt 
nun Blut bis zur Marke auf, trocknet die Spitze und entleert das Blut 
in den Dimittenten. Man spiilt nun die Pipette dreimal mit Lésung ,,16°, 
so daB im ganzen 0,8 cem Spiilfliissigkeit verwendet werden, die schon 
nach dem ersten Spiilen mit dem Blute im Dimittenten vermengt wird. 

Nach dieser Behandlung verbleiben in der Pipette Spuren von 
Blut, die deshalb vor neuerlichem Gebrauch mit Saure  gereinigt 
werden mub. 

Die Blutmischung nimmt eine braunschwarze Farbe an und 
reagiert kraftig auf Kongo. 

Es werden nun etwa 5 ccm Ather in die Extraktionsrohre gegossen, 
die Korkstopfen eingesetzt (man vermeide, daB der Ather mit diesen 
in Beriihrung komme) und die Rohre in der Schaukel befestigt. 

Diese besteht, wie aus der Abb. | ersichtlich ist, aus einem Holz- 
keil, auf dem die Rohre reiten (am Apparat haben zehn solche Platz). 

Ein Motor bewirkt das Schaukeln um ihre Achse, und zwar 26 mal 
in der Minute. 

Der Ausschlag der Schaukelbewegung wird so eingestellt, dab 
keine Gefahr besteht, daB die NaOQH-Lésung oder das Blut auf die 
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ndere Seite flieBen kann. Ferner ist so viel Ather im Rohre, dab 
bei Jedem Schaukeln etwa 1!, ccm passieren kénnen (das entspricht 
etwa 31!, Liter in 90 Minuten). 

Wahrend des Schaukelns sieht man, daB sich das Blut gegen 


den Ather dank der Nachobenbiegung der letzten 2cm des Di- 
mittenten lebhaft hin- und zuriickbewegt. 


Nach 90 Minuten langem Schaukeln wird das Rohr abgenommen 
Man saugt nun Ather und Blut mit einer Pipette auf, indem man vom 
Dimittenten saugt und den Ather vom Rezipienten vorsichtig hiniiber- 
flieBen 1aBt. 

Nun werden 3 Tropfen Phenolphthaleinlésung zugesetzt, wodurch 
die Flissigkeit rot wird, und dann werden 36 Umdrehungen n/20 H, SO, 

226,26 cmm von der anderen Biirette zugefiigt. 

Die nun stark saure Flissigkeit kann vom Ather und den von 
diesem stammenden sauren, leicht fliichtigen Substanzen und von 
Kohlensaiure befreit werden, indem ein kohlensiurefreier Luftstrom 
durch die Fliissigkeit getrieben wird. 

Durch ein Glasrohr mit feiner Offnung blast man die Luft zuerst 
vorsichtig hindurch, bis der Ather verdampft ist (sonst werden zu groBe 
Tropfen mitgerissen), dann stairker, so daB die Blasen 1 bis 2 cm an der 
Wandung des Glases hochgehen. Nach 4 Minuten ist die Kohlensiéure, 
praktisch genommen, ausgetrieben. Nun neutralisiert man den Uber- 
schuB an Siure bis zur Rotfairbung mit n/20 NaOH und liest die ver- 
brauchte Menge ab. 

Zu dieser Titration mu vollkommen kohlensaurefreie Natron- 
lauge verwendet werden. 

‘ 
Beispiel fir die Berechnung. 


Um nun die Menge organischer Sauren berechnen zu konnen, 
muB man vorher einen Blindversuch ausgefiihrt haben, also nach 
dem gleichen Verfahren, wie eben beschrieben, nur ohne Blut. 

Wir wollen annehmen, dab wir als Mittelwert einer Reihe von 
Blindversuchen gefunden haben, daB nach dem Schaukeln 7,54 Um- 
drehungen n/20 NaOH erforderlich sind. 

In obenstehendem Versuch kénnen wir beispielsweise gefunden 
haben, daB 14,34 Umdrehungen verbraucht worden sind. 

Die Differenz, 6,80 Umdrehungen, besagt bei 0.0503 n NaOH, 
daB die atherléslichen Sauren in 200 emm Blut 6,80 . 6,85 cmm (Kubik- 
millimeter pro Umdrehung) 0,0503n NaOH neutralisieren. 1 cmm 

6,80 . 6,285 . 0,0503 ; 
neutralisiert ann 0,0108cmm. Das Blut ist also 
in bezug auf die atherléslichen Sauren 10,7 millinormal 
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Priifung der Einzelheiten der Methode, 
Ansduern des Blutes ohne daB Koagulation eintritt. 


Bei der Ausarbeitung der Methode bereitete es die gréBten Schwierig 
keiten, das Blut geniigend sauer zu machen, ohne da es dabei koagu- 
lierte. 

Es wurden hierbei eine Reihe von Verfahren gepriift. 

Nahm man | Teil Blut und 2 Teile n/10 H,SO,, so wurde das 
Blut so sauer, dab es Kongo schwarz fairbte: wenn es dann aber mit 
Ather iiberschichtet und geschaukelt wurde, trat nach 10 bis 40 Minuten 
Koagulation ein. 

Diese Wirkung wurde dem Ather im Verein mit den Sauren zu 
geschrieben. Wurde eine starkere Siure zugesetzt, erfolgte die Koagu- 
lation schneller. Wurde eine schwiachere Saure benutzt, z. B. 1 Teil 
Blut und | Teil n/20 H,S0O,, so erfolgte keine Koagulation, aber das 
Blut war nicht geniigend sauer. 

Léste man die Saure in Glycerin, wurde die Koagulation verzégert, 
trat aber nach etwa 40 Minuten ein. 

Phosphorsiéure rief dagegen keine Koagulation hervor, und man 
konnte bei Verwendung von | Teil Blut und 2 Teilen 2 °,iger Phosphor- 
siure ein geeignetes py erhalten. 

Es zeigte sich indessen, da8 die Phosphorsaure, wenn sie in solchen 
Konzentrationen zugegen ist, in Ather einigermafen lislich ist, weshalb 
z. B. nach 2 Stunden langem Schaukeln so viel iibergegangen war, dab 
sie 9cmm n/10 NaOH neutralisierte (es sei hier bemerkt, dab ich 
nie habe nachweisen kénnen, daB bei den verwendeten Konzentrationen 
Schwefelsaure tibergegangen ist). 

Versetzte man | Teil Blut mit 4 bis 5 Teilen n/10 H,SQ,, so hielt 
sich die, Flissigkeit beweglich, aber es waren darin kleine Kliimpchen 
von koaguliertem Blute vorhanden. 

Durch einen Zusatz von Salz kam man indessen iiber diese Schwierig- 
keit hinweg. 

Fiigt man 4 Teile n/10 H,SO, mit 2%, NaCl zu 1 Teil Blut, 
vermeidet man in den meisten Fallen Koagulation. 10°, verhinderten 
stets die Koagulation. Um jedoch den richtigen Sauregrad zu erreichen, 
war es notwendig, mehr Saure zuzusetzen, weshalb n/5 H,SO, benutzt 
wurde. 

Durch den Zusatz von 10°,iger NaCl-Lésung ergab sich auch 
ein anderer Vorteil: das Hamatin ging nicht in den Ather und von 
diesem in die Natronlauge iiber, die sie farbte und dadurch die Titration 
erschwerte, ganz abgesehen davon, da hierdurch ein Titrationsfehler 
verursacht wurde. 

Warum das Hiimatin bei einem Zusatz von NaCl nicht tibergeht, 
ist nicht klargelegt. 
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Beim Zusatz erfolgt eine fast momentane Koagulation eines Teiles 
ies Plasmas, wihrend die Blutkérperchen gleichmabig verteilt liegen 
bleiben. 

Nach einer Schaukelung zeigte die NaO H-Lésung nur eine schwach 
velbe Farbe, die vielleicht durch die Farbe des Serums verursacht wird. 

Bei der Titration der atherléslichen Sauren im Rezipienten waren 
zwei Schwierigkeiten zu iiberwinden: Man muBte die Kohlensaure 
und die sauren Substanzen aus dem Ather entfernen (1) (so rein der 
Ather auch ist, gibt er doch Spuren von sauren Substanzen ab). Es 
zeigte sich, daB man mittels Durchblasen von kohlensiurefreier Luft 
beide so gut wie vollstandig entfernen konnte. 


Entfernung der Kohlensdure. 


Um das Verhalten der Kohlensiure zu untersuchen, wurde in 
folgender Weise vorgegangen: 

Es wurde eine Lisung von chemisch reinem Na, CQ, in koblensaure- 
freiem Wasser hergestellt und deren Titer bestimmt. 

Die Na,CO,-Lésung wurde mit Hilfe einer geeichten Preglschen 
Pipette in ein Zwergreagenzglas gebracht und die Pipette nach dem 
Ausblasen mit 4 Tropfen wisseriger Phenolphthaleinlésung (0,005 ° ,ig) 
durchgespilt. Die Lésung wurde mit n/10 H,SO, im Uberschub 
versetzt, worauf sie einige Zeit durchgeblasen und schlieSlich mit 
kohlensaiurefreier NaQH-Lésung bis zur Rotfarbung titriert wurde 
Es war nun leicht, die restierende Kohlensiuremenge zu berechnen 

Es stellte sich heraus, daB nach 2 Minuten langem Durchblasen 
ein 0,5emm n/10 NaOH entsprechender Febler von der Kohlensiure 
verblieb. Es sind daher 4 Minuten geniigend. , 


Entfernung der sauren Produkte des Athers. 


Vom Ather (der nicht in besonderer Weise behandelt worden ist) 
kommen recht bedeutende Mengen Saure. Schaukelte man z. B. 3 cem 
Ather eine Stunde, so waren in der NaOQH-Léisung im Rezipienten 
13cmm n/10 NaOH neutralisiert. 

4 Minuten langes Durchblasen brachte diesen Wert fiir dieselbe 
Athermenge auf 0.75 emm n/10 NaOH herab. Dieser Wert variierte 
je nach der Beschaffenheit des Athers. Es ist deshalh notwendig, 
den Blindwert des Athers fiir jede Athersendung zu ermitteln. 


Versuche mit Benzoesdurelésung. 

Um die Verwendbarkeit der Methode und die erforderliche Ex- 
traktionszeit kennenzulernen, wurde eine Benzoesiurelisung als Ex- 
traktionsobjekt benutzt. 

Die zubereitete Lésung war 0,0208 n. 
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Diese wurde mit Hilfe einer Preglschen Pipette von 150 cmm ir 
den Dimittenten gebracht, worauf die Pipette mit 4 Tropfen n/10 H, SO, 
durchspilt wurde. Im iibrigen wurde eine bekannte Menge n/10 NaOH 
im Rezipienten verwendet und verschieden lange Zeiten 13mal_ pro 
Minute geschaukelt. Nach dem Schaukeln Zusatz einer bekannten 
Menge n/10 H,SO, im Uberschu8, nach Zusatz von 3 Tropfen Phenol. 
phthaleinlésung Zuriicktitration mit kohlensaurefreier NaOH. 


Von der verbrauchten Menge NaOH wird die entsprechende, im 
Blindversuch gefundene abgezogen (letzterer wird vollkommen gleich 
nur ohne Zusatz von Benzoesdurelésung ausgefiihrt). 

Die gefundene Menge Benzoesiure im Rezipienten ist in Mikro- 
iquivalenten angegeben. 





Schaukelzeit in Minuten Mikroaquivalent * 
(13mal Schaukeln pro Minute) der Benzoesaure 

5 0,62 

10 1,50 

20 2.35 

30 2.66 

40 3,04 

5O 3,00 


* 1 Mikroaquivalent = 0,001 Milliaquivalente. 


Da in der verwendeten Benzoesiurelésung 3,12 Mikroaquivalente 
vorhanden sind, zeigt der Versuch, daB nach 40 bis 50 Minuten nur 
mehr einige Prozent an der vollstandigen Extraktion fehlen. 

Es wurden darauf zehn Proben mit 60 Minuten langer Schaukelzeit 
untersucht, aber es stellte sich heraus, dab die Extraktion unvollstandig 
war, da die benutzten Rohre verschieden waren (sie lieben bei jedem 
Schaukeln eine verschiedene Menge Ather iiberlaufen). 

Nach 80 Minuten ist die Extraktion dagegen recht vollstandig. 


Extraktionszeit 80 Min. fiir alle Rohre. 150cem Benzoeséurelésung 
im Dimittenten. Die extrahierte Menge ist in Mikrodquivalenten an- 
gegeben. 


l. 3.13 
2. 3,10 
3. 3,24 
4. 3,26 
a ee a ee 
ee 
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Da sich im Dimittenten 3,12 Mikroaquivalente Benzoesaure be- 
fanden, sollten 99.7°, extrahiert worden sein. Die oben erwahnten 
Versuche sind in Extraktionsrohren ausgefiihrt worden, deren beide 
Schenkel gleich waren. Es wurden nur etwa 3ccm Ather benutzt. 

Spater, als sich gezeigt hat, dab man 1 cem im Dimittenten ver- 
wenden mub, wurde dieser Schenkel verlingert und etwas nach oben 
vekriimmt, wie in der Abb. 1 zu sehen ist. Hierbei wurde notwendig, 
5 bis 6cem Ather zu verwenden. 
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Wegen der recht geringen Mengen atherléslicher Sauren im Blute, 
speziell beim Menschen, wurde bei den Titrationen nur n/20 Lauge 
und Saure benutzt, ohne hierdurch Ungelegenheiten zu haben. Auber- 
dem wurde nun pro Minute 26- statt 13mal geschaukelt. 

Ferner wurde die Erfahrung gemacht, daB man durch Strecken 
oder Biegen der Rohre die erforderliche Athermenge und die Menge, 
die beim jedesmaligen Schaukeln zirkuliert, relativ konstant bekommen 
kann (die Differenz war kleiner als 0.5 cem). 

Da nach den Erfahrungen von Widmark Benzoesiure leichter 
iibergeht als z. B. Milchsaiure, war es notwendig, den Extraktionsgrad 
fiir Blut nach verschiedenen Schaukelzeiten zu untersuchen. 


Versuche mit Kaninchenblut. 


Das Blut wurde der Ohrvene eines Kaninchens entnommen, das 
wahrend der Blutentnahme, die fiir zehn Proben gut 20 Minuten in 
Anspruch nimmt, fast ganz still gesessen hat. Zwischen jeder Probe- 
nahme wurde eine Holzklammer auf die Wunde gesetzt. 
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Die Schaukelzeit schwankte zwischen 10 und 100 Minuten. Die 
verwendete Athermenge betrug etwa 6ccm. Die extrahierte Saur 
wird in Millinormalitaét ausgedriickt. 


Als Blindwert wurde der fiir 90 Minuten lange Schaukelzeit benutzt 
was fiir die kiirzeren Extraktionszeiten etwas zu kleine Werte ergibt 





Schaukelzeit in Minuten Extrahierte Sauren, 
(pro Minute 26mal geschaukelt) ausgedriickt in Millinormalitat 
10 0,7 
20 2,1 
30 4,1 
40 5,5 
59 6,0 
60 6.9 
70 6,7 
89 6,6 
90 6,8 
109 6.6 


Nach 60 Minuten ist die Extraktion im vorstehenden Versuch 
volistandig. 

Spater wurde ein Serienversuch mit zehn Proben und 90 Minuten 
langer Schaukelzeit ausgefiihrt, um die Variation zwischen den einzelnen 
Rohren zu untersuchen. 


0,2cem Kaninchenblut. 90 Min. Schaukeln, und zwar 26mal pro Min, 
fcem Ather. Die extrahierte Saéure ist in Millinormalitét ausgedriickt. 
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Mittel: 9,46 


Hierzu erhalt man als mittleren Fehler + 0,3 und als grébten 
Fehler des Mittelwertes 0,66, was 3,2 und 7%, entspricht. 


Extraktion von Benzoesdure im Blute. 


Versetzt man eine Blutprobe mit Benzoesiure, so wird diese 
quantitativ extrahiert. Der Versuch wurde in folgender Weise aus- 
gefiihrt: 150cmm einer 0,0208n Benzoesiurelésung wurden mit 
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Pregls Pipette in den Dimittenten gebracht und darauf die Pipette 
mit 0,2 cem der H,SO,-NaCl-Lésung gespiilt. 

Darauf wurde das Blut und weitere H,SO,-NaCl-Loésung zugesetzt. 
\uBerdem nehmen Kontrollen ohne Benzoesiure am Versuch teil. 
“) Minuten langes Schaukeln, 26mal pro Minute. Etwa 6 cem Ather 
in den Rohren. 

Blut vom Menschen. 


Die extrahierten Séuren sind in Mikroséquivalenten angegeben. 


i aoe ele & ow x. we ele 
ee cele ee | a 
Be oe wine dh vies es Ne ee 
a ae ew ee Ss sv «ae 


Mittel: 0,715 


150cemm 0,0208 n Benzoeséurelésung hinzugefiigt. 


1. 4,08 
2. 3.88 
2: 3.74 
4. 3.54 
Mittel: 3.8] 
Differenz . . . 3,095 Mikroaéquivalent 
Berechnet . . . 3,12 ~ 


Was die Konzentration der atherléslichen Sauren im Blute der 
Kaninchen betrifft, so wurden Werte zwischen 1,9 und 15,9 millinormal, 
aber meistens zwischen 6 und 9 gefunden. 


Versuche mit Menschenblut. 


Es wurden auch Untersuchungen mit Menschenblut vorgenommen 
(mit eigenem und einigen Proben von anderen Personen). 

Hier ist die Siuremenge erheblich geringer, so da der mittlere 
Fehler und der griéBte Fehler, ausgedriickt in Prozenten, bedeutend 
gréber wird. 

Das Blut wurde dem Ohre entnommen. 

Es wurden zwei Serienversuche mit meinem Blute ausgefiihrt. 90 Mi- 
nuten Schaukeln, 26mal in der Minute. 6 ccm Ather. 


I. Die extrahierten Séuren, ausgedriickt in Millinormalitat. 


& : 
2. 8 
3. . 1,6 
4 . a 
5. . 
6 . 
t. 1,3 


Mittel: 1,5 
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Il. Die extrahierten Saéuren, ausgedriickt in Millinormalitat. 


l. 2.0 
2. 2,2 
3. 1.5 I 
4. 1.9 
7 2.0 ( 
6 2.00 it 
7. 2,1 
8. 2.0 ; 
Mittel: 2,0 ste 
Der mittlere Fehler aller betragt, wenn nicht mit abgekiirzten lat 
Zahlen gerechnet wird, — 0,19. los 
Es ist interessant, diese Resultate mit den bei den Blindversuchen oa 
erhaltenen zu vergleichen. Driickt man den vom Ather herriihrenden 
Siurefehler in gleicher Weise wie die organischen Sauren aus, so erhilt 
man von zwei Reihen Kontrollversuchen folgende Werte. 
li 
90 Minuten Schaukelzeit mit 26mal Schaukeln pro Minute. 6cem Ather. H 
of 
I. Ausgedriickt in Mikroéquivalenten. L- 
hk koe ee a ae a 
2. 0,18 
3. 0,22 
4. 0,24 
5. 0,18 
Il. 1. 0,34 
2. 0,38 
3. 0,30 
4. 0,30 
5. 0,28 


Berechnet man den mittleren Fehler ohne Abkiirzung wie in 
den friiheren Beispielen, so erhalt man fiir Menschenblut einen mittleren 
Fehler, der 0,81 cmm n/20 NaOH entspricht. 

Beim Blindversuch betrigt der mittlere Fehler 0,56 cmm 
n/20 NaOH, was beweist, daB auf das Abmessen des Blutes und auf 
die Extraktion nur ein kleinerer Teil des Fehlers kommt. 

Es zeigt sich demnach, da die erhaltenen Resultate vollauf ge- 
niigen, um fiir experimentelle Untersuchungen eine Basis zu schaffen. 
(So wurde das Blut eines sechsjahrigen Knaben mit Blutzucker 470 
hinsichtlich der atherléslichen Sauren 17 millinormal gefunden. Am 
nachsten Tage war es, als Resultat der Insulinbehandlung, auf 9 milli- 
normal gesunken.) 
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Auf die Alkaliabgabe des Glases zuriickzufiihrende Fehler. 


Arbeitet man mit Extraktionsrohren aus gewéhnlichem Glase, so 
ranlaBt dies wegen der Abgabe von Alkali einen Fehler. Der Fehler 
t nicht so groB, wenn man, wie in den vorstehenden Versuchen, gleich 
ich der Blutentnahme mit Natronlauge versetzt, schaukelt und un- 
ittelbar nachher titriert. 

Bleiben aber die Alkalien mehrere Stunden in Rohren aus ge- 
wihnlichem Glase stehen, so kénnen recht bedeutende Fehler ent- 
stehen. 

Wird ausgekochtes Jenaer Glas verwendet, so verandert 3 Stunden 
langes Stehen des Blutes mit der Saure nicht die Menge der ather- 
loslichen Sauren, und ein gleich langes Stehenlassen der extrahierten 
Siuren mit Alkalien fiihrt auch zu keiner Anderung. 
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Zur Frage nach dem Einflu6 der Arsen- und Antimon- 
verbindungen auf die fermentativen Funktionen des Organismus. 


V. Mitteilung': 
Die Ursache des hemmenden Einflusses von Arseniten und Arseniaten auf 
die Speichelamylase. 


Von 


I. A. Smorodinzew und Fr. FE. A. Iliin. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie an der medizinischen 
Fakultét der II. Staats-Universitét in Moskau.) 


(Eingegangen am 23. Juni 1928.) 


I. 

In einer friiheren Mitteilung? wurde von uns festgestellt, dai 
0,16 bis 0,021 °,ige Arseniat- und Arsenitlésungen auf die Verdauung 
der Stirke durch die Speichelamylase hemmend wirken, daB aber bei 
herabgesetzter Konzentration bis 0,015°,, ihr EinfluB aufhért, wobei 
ein Unterschied in der Wirkung der Arseniate und Arsenite auf diese 
Reaktion nicht wahrzunehmen war. In besagter Arbeit hatten wir 
die Reaktion des Mediums nicht in Betracht gezogen, sondern uns nur 
bestrebt aufzukliren, welche Wirkung der Zusatz von As-Praparaten 
auf den Proze} der Hydrolyse der Starke hervorruft und in welchen 
Konzentrationen ihr EinflubB zutage tritt. Da wir uns die Aufgabe 
gestellit haben, nunmehr diese Erscheinungen im einzelnen zu analy- 
sieren, so haben wir unser Augenmerk auch auf die aktive Reaktion 
des Mediums bei Gegenwart der zugesetzten Priparate gerichtet und 
dabei gefunden, daB sie im gegebenen Falle eine wesentliche Rolle spielt. 

Gleich den Bimetall phosphaten lésen sich die Natrium- und Kalium- 
arseniate und -arsenite in Wasser mit basischer Reaktion. Im Hinblick 
darauf, daB die Arsenverbindungen die Wasserstoffelektrode vergiften®, 
kann die aktive Reaktion mittels dieser Elektrode bei Gegenwart 

1 IV. Mitteilung: J. A. Smorodinzew und Fr. E. A. Iliin, diese Zeitschr. 
185, 328, 1927. 

2 Dieselben, ebendaselbst 141, 297, 1923. 

’ W. M. Clark, The determination of hydrogen ions. 2-nd ed., p. 265. 
Baltimore 1923. 
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solcher Praparate nicht gemessen werden. Kolorimetrische Be- 
stimmungen nach Puffer- und pufferlosen Methoden gaben fiir die 
Lésungen dieser Salze py = 8.2 und 9.0. Um uns davon zu tiberzeugen, 
daB die Arsenpraparate an sich die Farbung des Indikators nicht ver- 
aindern, nahmen wir einen Puffer, dessen pq dem des in Frage stehenden 
Salzes entsprach, vermischten ihn in gleichen Mengen (zu je 5 cem) 
mit der Arseniat- oder Arsenitlésung und erhielten dieselbe Farbung 
wie mit dem reinen Puffer. 

Im weiteren haben wir das py aller Lisungen im einzelnen in 
Abwesenheit von Arsen parallel elektrometrisch und kolorimetrisch 
gemessen, bei Arsengehalt aber nur kolorimetrisch. 

Die Arseniat- und Arsenitlisungen wurden so bereitet, dab sie 
der Berechnung nach die gleiche Menge As (6°): 0.15 mol. Na,H AsO,, 
0,34 mol. Na,H AsO, und 0,33 mol. K,H AsO,, enthielten. 

Wahrend unverdiinnter und verdiinnter, verschiedenen Personen 
(Nr. 1 und II) entnommener Speichel py-Werte aufwies, die bei der 
kolorimetrischen und _ elektrometrischen Bestimmung wenig  von- 
einander abwichen, erreichte die Abweichung des py der Starke + 1,4 
zwischen dem kolorimetrischen Pufferverfahren und der elektrischen 
Bestimmungsmethode (Tabelle 1). 

In den folgenden Tabellen sind die typischen Falle aus einer Reihe 
von analogen Beobachtungen angefiihrt. 

Bei der Vermischung von Starke mit geniigend konzentriertem 
Speichel (1: 5) gleicht sich die Differenz zwischen dem kolorimetrischen 
und elektrometrischen py-Werte fast aus, wihrend stirker verdiinnter 
Speichel (1 : 80) nicht imstande ist, die py-Werte der Starke auszugleichen 
(Tabelle 11). 

Die Verteil’ung des Speichels I mit Hilfe des Mac Ilvain-Puffers 
mit pu == 6,6 anstatt Wasser erhéht etwas die amyloklastische Kraft 
desselben, wahrend die Kraft des Speichels I] unter derselben Be. 
dingung etwas vermindert wird. Die amyloklastische Kraft des Speichels 
bestimmten wir nach Wohlgemuths Methode, nachdem wir uns davon 
uiberzeugt hatten, dab bei Gegenwart von Arsenpraparaten die Empfind- 
lichkeit der Reaktion der Starke auf Jod unverandert ist: in zwei 
Reihen Probierréhrchen wurde Starke in abnehmenden Quantitaten 
verteilt ; sodann wurde in die eine Reihe zu je 2 com Wasser zugegeben, 
in die andere zu je 1 cem Wasser und | cem Arseniate oder Arsenite 
zugesetzt; darauf brachte man alle ProbierrGhrehen fiir 30 Minuten 
ins Wasserbad bei 38° und erprobte dann die Reaktion auf Starke mit 
Jod (Jodstarke). Die Versuche zeigten, dab im Gegensatz zum Brech- 
weinstein hier in beiden Reihen die Starke bis zu einem Gehalt von 
0.0012°,, nachgewiesen wird, d. h. dab die Arseniate und Arsenite 
den Empfindlichkeitsgrad der Jodstirkereaktion nicht beeinflussen 

3° 
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Tabelle 1. 


Ausgangslésungen. 





* Bestimmung des Pu der Lésung -“ 3 33 &é 
3 elektrometrisch kolorimetrisch ge $ 3 
é Substrat ——— Sees 
? #0 2 p obne mit mitt]. PS 25 = = 
Nr H Puffer , Puffer Kolor Z2ss 
Nr. v<ton 
1 1° oige Starkelésung . 16 0.5189 4,66, 5.5. 6.0 (5,75) (+ 1,08.) 
2 1%oige ‘ . 18 0.5244 4,74, 6.2 61 (6,15) (+ 1,409) 
8 05° pige “ . 19 05404 4,50 5.1 6,0 (545) (+ 0,42.) 
4 0,5%9ige " . 20 0,5277 | 4,79, 46) 6,0 (5,3) (+ 0,60.) 
5 Speichel I, unverd.. . 17 0,6741 7,34, 7,0 7,2 7,1 - 0,245 
6 Speichel I, unverd., ge- 
kocht . ... . 18 0,6361 6,68, 7,2| 7,2 7,2 + O51, 
7 Speichel I, verd. 1:5 18 0,6467 6,87, 6,9; 7,1 7,0 + 0,13, 
8 Speichel I, verd. 1:5, 
gekocht. . ... . 18 0,6298 6,57, 6,8 7,0 6,9 + 0,32, 
9 Speichel I, verd. 1:80 19 0,6015 6,07, 6,1 6,2 6,15 + 0,07; 
10 Speichel I, verd. 1:80, 
gekocht. . ... . 19 0,6035 6,11 6,0 6,2 6,1 0,01, 
11 Speichel Tl, unverd. . 19 0,6857 7,53, 7.8) 7.6 7,7 + 0,16, 
12 Speichel II, unverd., 
gekocht. . . .. . 17 > 0,6576 7,07 7,2; 7,2 7,2 +013 
13 Speichel Il, verd. 1:5 19 0,6757 7,35, 7,4) 7,4 7,4 + 0,04, 
14 Speichel II, verd. 1: 5, 
gekocht. . ... . 19 06726 7,30, 7,3| 7,4 7,35 + 0,046 
15 Speichel I, verd. 1:80 19 0,6322 6,69, 64 6.4 6.4 — 0,29, 
16 Speichel II, verd. 1 : 80, 
gekocht. . . .. . 19 0,6342 6,64, 6,5 64 645  —0,19 
17 Natriumarseniat, 
0.15mol. .... 06m - — ~84 89 (8,65) 
18 Na,HAsQO,, 0,15 mol., 
verd.1:4...../— _ 8.1 817 8,13 — 
19 NagHAsO,, 0,15 mol., : 
5 ee - - 42, 44 43 — 
20 Na,gHAs0O,, 0,15mol., 
verd. 1:1024 .. . |I- - _ 40, 42 4,1 
21 Kaliumarsenit,0,33mol. — >84 9,0 | (8,7) 
22 K,HAsQOz, 0,33 mol., 


verd. 1:4. — >84 90 | (8,7) 


23 KgHAsQOs, 0,33 mol., 

ae Be. . 6 a —— ~84 90 (8,7) 
24 KyHAsQOs, 0,33 mol., 

werd. 1:512....i-— - - 
25 KgHAsQs, 0,33 mol., 

Se ss +2 0 * — 6.5 
26 Natriumarsenit, 0,34 mol. _ — 
27 NagHAsQs, 0,34mol., 


~] 
“~ 
St 
wo 
~ 
~ 
oe 
“~ 
| 
| 


werd. 1:4.....i\-— — - >84/ 9,0 | (8,7) _ 
28 Na,gHAsQOs, 0,34mol., 
verd. 1: 64 = - -- >84 > 9,0 | (8,7) -- 


29 Na,gHAsQs, 0,34 mol., 
verd. 1:256....ii— — — 
30 Na gHAsQOs, 0,34mol., 


verd. 1:512. ... - — 7,6| 8,37 | 7,98 — 
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Tabelle 11. 


pu des Verdauungsgemisches, bestehend aus 2 Teilen 1° gsiger Stirke 
1 Teil Wasser + 1 Teil Ferment erwahnter Konzentration vor und nach 
der Verdauung. 





Bestimmung des Pu des Gemenges ~33 5 
3 3 = & 
3 elektrometrisch kolorimetrisch Sc r7 | p 
o Substrat o2 egc 
> Sorce 
P - > ohne mit mitth ASH5 5 
N Pu Puffer Puffer Kolor sez F 
INT. x3 w . 
31 Speichel 1:5 vor der 
Verdauung .... 16 06126 6,29, 6,4 6.6 6,5 0,20 
32 Speichel 1:5 nach der 
Verdauung .... 16 05838 5,79, 6,1 64 625 + 0,45, 
33 Speichel 1:5 vor der 
Verdauung ... . 21 0,6136 6,26, 6,5 6.8 6,65 + 0,38, 
34 Speichel 1:5 nach der 
Verdauung .... 21 0,6009 6,93, 6.5 6.8 6.65 + O62 
35 Speichel 1:80 vor der 
Verdauung .... 16 0.5638 5,44, 6.0 6.2 6,1 + 0,65¢ 
36 | Speichel 1:80 nach der 
Verdauung .... 16 05188 4,65, 5,7 6.0 5.85 + 1,20 
37 | Speichel 1:80 vor der 
Verdauung d.. ae. 20 0.5296 4.83, 5.8 6.0 5 +] > 1. Hy 
38 Speichel 1:80 nach der 
Verdauung ... . 20/0,5340 490, 6,0 62 6,1 + 1,19, 


Il. Einflu8 des Natriumarseniats auf die Verdauung der Stirke durch die 
Speichelamylase. 


Tabelle III zeigt, da8 der Zusatz von Na,HAsQ, die py-Werte 
des in Verdauung begriffenen Gemenges nach der basischen Seite hin 
verschoben hat, und zwar um —+- 1,5 bis + 1,6 im Ausgangsgemenge und 
um 1,85 bis + 2,1 im Grenzgemisch, und die Spaltung der Starke 
hemmt. Aus Tabelle 1V ersieht man, dab bei der Verteilung des Speichels 
mittels eines Puffers mit pa = 6.6 die Verschiebung der py-Werte weit 
geringer wird und keine Hemmung stattfindet. 

Bei der Feststellung der Grenze der hemmenden Wirkung fiir 
Na, H AsO, in Abwesenheit eines Puffers fanden wir, daB die py-Werte 
von 8,1 im Ausgangsgemenge bis 7.2 bis 7.4 im Grenzgemisch fallen, 
d. h. auBerhalb der Zone des optimalen py fiir die Verdauung der Starke 
durch die Speichelamylase (Tabelle V) bleiben. 

Geschieht dagegen die Verteilung der Fermente in abnehmender 
Reihe mittels des Mac I/vainschen Puffers mit py — 6,6, so verschwindet 
der schidliche EinfluB der Alkalinitét des Na,H AsO, vollstandig 
und dann bringt dieses Salz weder einen beschleunigenden noch einen 
hemmenden Effekt auf den ProzeB in den Grenzen von 0,28 bis 0.0005", 
As im Medium hervor (Tabelle V1). 
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Tabelli 
Das Verdauungsgemisch besteht aus 2 Teilen 1°/,iger Stiarkelésung + 1 Teil 
Ferments 1:5. Die Auflésung wurde mittels Wasse 
Bestimmung des Pu des Gemenges im Probierréhrchen | 
Konzens a 
, ' g kolorimetrisch 
Vers Bezeichnung ontien elektrometrisch — a aon 
such der 4 ohne Puffer mit Puffer 
er - —~ - — _ —____—— 
Reagenzien : vor nach vor nach vor nach 
Reagenzien seins . hie 
Nr. der Verdauung der Verdauung der Verdauung 
39 H,O 6,25 6,03 6,5 6,5 6.8 6,8 
40 z - 63 5.8 6.4 6.4 6.6 6.4 
41 NagHAsQ, = 0,15 mol. 8,0 8,0 8,2 8.2 
42 . 3 —_— = 8.0 8,0 8,2 8,2 
Verschiebung des Pq nach dem Zusatz des NagHAsO, + 1,55 + 1,55 1.5 + 1,6 
Tabell 


Das Verdauungsgemisch besteht 


Ferments 1: 5. 


43 H,0 _ 6,72, 
44 é 6,73, 
45 Na,HAsO, = 0,15 mol. 

46 » ” 


aus 


2 Teilen 


6,75» 
6.76, 


Verschiebung des py nach dem Zusatz des Na,HAsQ, 


Das Verdauungsgemisch besteht 


aus 


1°,iger Starkelésung + 1 Teil 


6.6 6.6 
6.6 6.6 
6.8 6,8 
7.0 7.0 
+ 0,3 0,3 


Die Verteilung wurde mittels des Mac Ilvain-Puffers 


6.6 6.6 

6.6 6.6 

7,0 7.0 

7.0 7,0 

+ 0.4 + 04 
Tahelle 


2 Teilen 1°/,iger Starkelésung + 1 Teil 


die Verdiinnung wurde durch Wasser bewerk 





Konzen- 4 Konzen- 


Wer- Bezeicthnung 
4 tration tration 
; er 
neh ; der des 
Reagenzien : 
Reagenzien Ferments 
Nr. 

47 Na,gHAsO, 0,15mol. 1: 169 
48 " ws 1: 80 
Das Verdauungsgemisch besteht aus 

1: 320. 


49 Na,H AsO, | 0,15mol. 1: 160 


59 1 : 320 


Bestimmung des Pu des Gemenges im Probierréhrchen 1 


ohne Puffer 


vor 


der Verdauung 


8,1 
8,0 


8,1 
8,0 


2 Teilen 


6,5 68 


6.6 6,6 


nach 


kolorimetrisch 


mit Puffer 
vor nach 
der Verdauung 
8,17 8.17 
8,17 ; 


1°,iger Starkelésung + 


7.0 7.0 


6,8 6.8 


durchschnittlich 
vor nach 


der Verdauung 


8,13 8.13 
8.08 S08 
T abelle 
1 Teil 


Zur Verdiinnung diente der Mac Ilvain-Puffer 


6.9 6.9 


6.7 6.7 
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Il. 
Natriumarseniat angegebener Konzentration oder 1 Teil Wasser + 1 Teil des 
bewerkstelligt. Dauer des Versuchs 30 Minuten bei 38°. 











Bestimmung des Pu des Gemenges im letzten Probierréhrchen o e 
me ~ c » 
© = 
kolorimetrisch x §s Pa 
elektrometrisch — _ Bee r- 
jurchschnittlich ohne Puffer mit Puffer durchschnittlich ,.='S és 
— - — _—_—_——— —_ - - . sc 
vor nach vor nach vor nach vor nach vor nach = es te 
- Ee - = —_ «3 - = 
Z | bry 
der Verdauung der Verdauung der Verdauung der Verdauung der Verdauung aad a 
6,65 6.65 481 4,99, 5.8 6.9 6.0 6.0 59 6.1 5 32 
6.5 64 54 4,65, 6.0 5.7 6,2 6.9 6.1 5.85 6 64 
8.1 8,1 —_ 8.0 8.0 8,2 8.2 8.1 8,1 4 16 
8,1 8,1 8.0 8.0 8,2 8.2 S.1 8.1 4 16 
1,53 1,58 - +21 +215 +21 +21 +21 +21 
IV. 
Natriumarseniat angegebener Konzentration oder 1 Teil Wasser + 1 Teil des 
mit py = 6,6 bewerkstelligt. Dauer des Versuchs 30 Minuten bei 38°. 
6,66 6,66 | 6,75, 6,75, 6.7 6.6 6.7 6,7 6.7 6.65 6 64 
6.6 6.6 (6,75, 6,78; 6,6 6,6 6,8 6,8 6,7 6,7 6 b4 
6.9 6.9 - --- 6.5 6.8 7.0 7.0 6.9 6.9 6 64 
7.0 7.0 . 6.8 68 7.0 70 69 , 69 6 64 
+ 0,35 + 0,35 — +015 +02 +025 + 0,25 02 023 —_ 
V. 
Natriumarseniat in angegebener Konzentration + 1 Teil Speichel 1: 80 oder 1: 160; 
stelligt. Dauer des Versuchs 30 Minuten bei 38°. 
Bestimmung des Dy des Gemenges im letzten Stennis Cansetention 
Probierréhrchen 
kolorimetrisch Resultate 
Ye des des 
ohne Puffer mit Puffer durchschnittlich ‘ As Vv b 
- - — Mol Salzes epee 
vor nach vor nach vor nach " im Gemenge 
’ and ae im Gemenge 
der Verdauung der Verdauung der Verdauung ° 
7,2 7.2 7.4 74 7,3 73° 015—0,004 1,5—0,047 0,28—0,0088 7 verd. 
7,2 7,2 7.4 7,4 7.3 7.3 0,15—0,004 1,5—0,047 0,.28-—0,0088 7 , 
VI. 
Natriumarseniat in angegebener Konzentration + 1 Teil Speichel 1: 160 oder 


mit py 6,6. Dauer des Versuchs 30 Minuten bei 38°. 


68 68 68 6.8 6.8 6.8 |10,15—0,0002 1.5—0.0029 0.28—0,0005 alles 
verdaut 

6.6 6.6 6.8 6.8 6.7 6.7 0.15—0.0002 1.5—0,0029 0.28—0,0005 nichts 
verdaut 
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Somit miissen wir auf Grund der oben angefiihrten Daten zu dem 
SchluB kommen, daf die Arseniate an sich auf den Prozel der Stirke- 
spaltung durch die Speichelamylase keinen Einflu8 ausiiben, daB sie 
aber die aktive Reaktion des Mediums nach der basischen Seite hin 
vom Optimum der Wirkung des Ferments verschieben und dadurch in 
Abwesenheit eines Puffers die Verdauung hemmen. 


Ill. Versuche mit Arseniten. 


Mit Arseniten ist die Arbeit bedeutend schwerer als mit Arseniaten. 
Vor allem binden die arsenigsauren Priparate das Jod, welches zu- 
gesetzt wird, um die Gegenwart unverdauter Starke aufzudecken: anstatt 


Tale lle 


Das Ve rdauungsge THis h be ste ht aus - re ile n l 00 ger Starke osung ] iv 1 
- r , . , 
l io. Zur Verdin nung diente W asser. Dauer 





Bestimmung des Pu des Gemenges im Probierréhrchen 1 


Konzens 


, , . kol trisch 
Ver. Bezeichnung tration elektrometrisch - . aimee — _ 
such der é ohne Puffer mit Puffer 

er _ — — -— _ - 
Reagenzien vor nach vor nach vor nach 
Reagenzien — en ~ 

Nr der Verdauung der Verdauung der Verdauung 
51 H,O . 6,25 6,08 6.5 6.5 6.8 6,8 
52 a 6,3 5,8 64 6.4 6,6 6.4 
53 Na,HAsO, = 0,34mol. > 84 - 8.4 8,9 8,9 
54 " m ~84 > 84 8.9 8.9 

Verschiebung des py nach dem Zusatz des NagH AsO, (+ 1,99) (+ 1,90) + 2,8 + 2,4 
T abelle 
Das Verdauungsgemisch besteht aus 2 Teilen 1°),,iger Starkelésung 1 Teil 
1:5. Verdiinnung mit Wasser. Dauer 

55 H,O — 6,25 6,03 6,5 6.5 6.8 6,8 
56 4 — 6,3 5,8 6.4 6.4 6,6 6.4 
57 Ky H AsO, 0,33 mol. — > 84 > 84 9,0 9.0 
58 . " — - 8.4 > 84 9,0 9,0 

Verschiebung des pg nach dem Zusatz des KJ HAsO, (+ 1,95) (+ 1,95); + 2,3 + 2,4 

Tabelle 

Das Verdauungsgemisch besteht aus 2 Teilen 1°/,,iger Starkelésung + 1 Teil 

Zur Verdiinnung diente der Mac Ilvainsche Puffer mit 
59 H,O - 6,72, 6,755 6.6 6.6 6.6 6,6 
60 " _ 6,725 6,75» 6,6 6,6 6,6 6,6 
61 Na,HAsO, = 0,34mol. ~ > 84 > 84 8,9 8.9 
62 i Pa -- — > 84 > 84 8.9 8,9 


Verschiebung des pq nach dem Zusatz des NaJHAsO, (+ 1,8) (+1,8) +23 + 2,3 
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| Tropfen 0,1 n Jodlésung in KJ werden mehr als 3,5 cem (aus der Mikro- 
biirette) verbraucht. wobei bloB eine voriibergehende, bald verschwindende 
violettrote Farbung in den Proben, in denen nicht die gesamte Starke 


verdaut ist, 


auftritt. 


AuBerdem, obgleich die pa-Werte der Arsenite 


nur um ein geringes nach der basischen Seite (9,0) verschoben sind 
im Vergleich zu den Arseniaten (8,4), sind die alkalischen Eigenschaften 


in den ersteren so scharf ausgeprigt, daB nicht nur der Phosphat- 
aktive 


Citratpuffer mit 
sondern auch alle iibrigen saureren Puffergemische Mac Ilvains bis 


a 
Pu = 2,2 


Pu 6.6 seine 


Reaktion 


nicht 


veranderte, 


nicht imstande waren, die py-Werte dieser Losungen bis zur 


optimalen Grenze der Wirkung der Speichelamylase zu verschieben. 
Erfolglos blieb in dieser Beziehung sogar 0,1 n HCl, und erst 0.3 n 


Vil. 


Natriumarsenit der angegebenen Konzentration oder | Teil Wasser 


des Versuchs 30 Minuten 


bei 


38°, 


1 Teil Speichel 








Bestimmung der Pu des Gemenges im letzten Probierréhrchen 


elektrometrisch 


durchschnittlich 


vor nach vor 


der Verdauung der Verdauung 


6.65 6.65 4.81 
6.5 64 54 
(8.65) (8,65) _ 
(8.65) (8,65) 


(+2.0) (+1.9) 


Vill. 


nach 


4.65, 


ohne Puffer 


nach ) 


vor 


der Verdauung 


5.8 6.0 
6.0 6,2 
>84 >84 
+>84 84 


(+2.3) (+2.3) 


Kaliumarsenit der angegebenen Konzentration oder 1 Teil Wasser 


des 
6.65 6.65 4.81 
6.5 6.4 5,4 
(8.7) (8,7) 
(8.7) (8.7) 


(+2,12) (+2,18) 


TX. 


Natriumarsenit angegebener Konzentration oder Wasser + 
Dauer des Versuchs 30 Minuten bei 38°. 


Pu 6,6. 
6,6 6.6 6,756 
6.6 6.6 6,75, 
(8.65) (8,65) — 
(8.65) (8.65) 


(+2,05)(+2,05) - 


4.90, 
4.65, 


6,77, 
6,77, 


Versuchs 30 Minuten bei 38°. 


5.8 6,0 
6.0 6.2 
>84| > 84 
>84 >84 


(-+2.5) (+2,3) 


6.0 
6,2 
8.9 
B9 


+ 2,8 


6,7 6.6 6.7 

6.6 6.6 6.8 
>84 >84 8.9 
>84 >84 8.9 
(+1,75) (+1,8) +2,15 


6,2 5.9 

6,0 6,1 

8.9 (8.65) 
8.9 (8.65) 
+29 (+2.65)( 


6,7 6,7 
6.8 6,7 
8.9 (8.65) 
8.9 (8.65) 


1 Teil Speichel 1 : 5. 


ce ¢ & 

Scr “<= 

kolorimetrisch ses 28 

+ ca 

2t2 -&§ 

mit Puffer durchschnittlich ez't <2 

32s 2§ 

vor nach vor nach e= S52 

ne < : ss “<6& 

. 7 + ¥ 

der Verdauung der Verdauung + ~_ 

6,0 6.2 59 6.1 5 32 

6,2 6,0 6.1 5.85 6 64 

8.9 8.9 (8.65) (8.65) 3 8 

8.9 8.9 (8.65) (8,65) 3 8 
+27 +2,7 (+2,65)(+2,65) — 


+ 1 Teil Speiche 


oT 
. 


6.1 5 32 
5.85 6 64 
(8.65) 2 4 
(8,65) 2 4 


+- 2.65) 


6.65 6 64 
6,7 6 64 
(8.65) 4 16 
(8.65) 4 16 


+ 215 (+1,95) (+1,98) 
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HCl mit px = 0,3 ergab beim Vermischen mit einem gleichen Volumen 
des Arsenits py = 6,8 bis 7,0. . 

Nach dem Zusatz von Na,HAsO, und K,HAsQO, riicken die 
pu-Werte des in Verdauung begriffenen Gemenges ohne Puffer nach 
der basischen Seite hin um — 2,3 bis + 2,4 in der Ausgangsfliissigkeit 
und um +- 2.4 bis 2.7 in dem Grenzréhrchen (Tabellen VII u. VITI), 
wobei der hemmende Effekt scharfer hervortritt als bei Na,H AsQ,. 
Die Verteilung des Ferments im Puffer mit pa — 6,6 anstatt in 
Wasser ergab fast dieselben Resultate (Tabellen IX und X). 

Obgleich das py des Gemenges bei der Verteilung des Ferments in 
0.3n HCl anstatt des Puffers nach dem Vermischen mit Na,H AsO, 
und Starke 6,8 und 7,0 (fiir K,HAsO,) (Tabellen XI und X11) erreichte, 








Tabet lle 
Das Verdauungsgemisch besteht aus 2 Teilen 1°/,iger Starke + 1 Teil Kalium 
Verdiinnen diente ein Puffer mit px 6.6. 
Bestimmung des Pu des Gemenges im Probierréhrchen 1 
Vv Bezeichnung Konzen- _ kolorimetrisch 
Cre ' tration elektrometrisch . . 
such der a ohne Puffer mit Puffer 
er —- —____— 
Reagenzien vor nach vor nach vor nach 
Reagenzien 
Nr der Verdauung der Verdauung der Verdauung 
63 H,O 6,75, 6,75, 6.6 6.6 6.6 6.6 
64 ‘ 6,755 6,755 6.6 6.6 6.6 6.6 
65 K,HAsO, 0,33 mol. ~ ~ 84 ~ 84 8,9 8.9 
66 “ . - > 8.4 + 8.4 8.9 8.9 
Verschiebung des Py nach dem Zusatz des K, HAsO. (+ 1,8) (+ 1,8) 23 2.3 
5 Pu 2 3 
‘ Tabelle 
Das Verdauungsgemisch besteht aus 2 Teilen 1°/,iger Starkelésung + 1 Tei! 
00 
1:5. Zur Verdiinnung diente 0,3n HCl mit ps = 0,36. 
67 H,0O - 6,25 6,98 6,5 6.5 6.8 6,8 
68 a — 63 5.8 64 6.4 6.6 64 
69 Na,HAsO, 0,34 mol. 6.8 6.8 68 6.8 
70 e we 6.8 6.38 6.8 6.8 
Verschiebung des Py nach Zusatz des Na,HAsO,; + 0,35 0,35 - 01 + 0,2 
T abelle 


Das Verdauungsgemisch besteht aus 2 Teilen 1°/,iger Stairkelésung + 1 Teil 
Zum Verdiinnen diente 0,3n HCl mit pq = 0,36. In der Kontrollreihe diente 


71 H, 0 - 6,25 6,03 6,5 6,5 6.8 6.8 
72 ” _ 6,3 5.8 6,4 64 6,6 64 
73 KyHAsOs ~— 0,33 mol. - 7,0 7,0 7,0 7,2 
74 ” ” - —_ 7,0 7.0 7,0 7.0 
Verschiebung des py nach Zusatz des KgH AsO, +055 +055 +03 +05 





vw «4 
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beseitigte dieses den hemmenden Effekt auf die Hydrolyse der Starke 
nicht. 

Ob im vorliegenden Falle das dreiwertige Arsen oder die Salz- 
siure, in der das Ferment bei niedrigem py verteilt war, einen 
Einflu8 ausiibte, ist eine Frage, die weiterer Untersuchungen bedarf 

Bei der Bestimmung der minimalen Dosen von Na,H AsO, und 
K,H AsO,, die imstande sind, bei Abwesenheit eines Puffers hemmend 
zu wirken, konstatierten wir eine Verschiebung von py 8,9 im Ausgangs- 
gemenge bis 8,5 bis 8.6 im Grenzréhrchen (Tabellen XIIT und XIV) 

Bei der Verteilung der Arsenite im Puffer mit px 6.6 war im 
Grenzgemisch py = 7.2 bis 7,4, und der hemmende Effekt war deutlich 
ausgepragt (Tabellen XV und XVI). 


\. 


arsenit angegebener Konzentration oder Wasser + 1 Teil Speichel 1:5. Zum 
Dauer des Versuchs 30 Minuten bei 38°. 





Bestimmung des Pu des Gemenges im letzten Probierréhrchen - e 
- ~ e - 
5.5 = 
kolorimetrisch x Ss Ss 
elektrometrisch BEE -t 
durchschnittlich ohne Puffer mit Puffer durchschnittlich eit £8 
e©e Nec 
vor nach vor nach vor nach vor nach vor , nach be Es & 2 
, hs Ze s 
der Verdauung der Verdauung der Verdauung der Verdauung der Verdauung e ~ 
6.6 6.6 6.75, 6.77; 6.7 6.6 6.7 6.7 6,7 6.65 6 64 
6,6 6,6 6,75, 6.77; 6.6 66 68 6.8 6.7 6,7 6 64 
8.65) (8,65) — >84 >84 SY 5.9 (8.65) (8.65) 4 16 
8.65) (8.65) > 8.4 ~ 8.4 8.9 8.9 (8.65) (8.65) 4 16 
+2.05) (+2,05) — (+1,.75)(+1.8) + 2,15 + 2,15 (+ 1.9) (+198) - 
Cl. 
Jatriumarsenit angegebener Konzentration oder 1 Teil Wasser + 1 Teil Ferment 
Yauer des Versuchs 30 Minuten bei 38°. 
6.65 665 481 4.90, 5.8 6.0 6.0 5.2 5.9 6.1 5 32 
6.5 6.4 5.4 4.65, 6.9 6.2 6.2 6.0 6.1 5.85 6 4 
6.8 6.8 _— 7.9 70 7.0. 7,2 70 7.1 ) S 
6.8 6.8 7.0 70 7.0 7.0 70 7.0 } 8 
$025 +0,27 +11 +09 +09 +10 +10 + 1,18 
Cll. 
Saliumarsenit angegebener Konzentration oder 1 Teil Wasser + 1 Teil Ferment 1: 5 
um Verdiinnen Wasser. Dauer des Versuchs 30 Minuten bei 38°. 
665 665 481 499; 58 6,0 6,0 6,2 5.9 6,1 5 | 8 
6.5 6.4 5.4 4.65, 6.0 6,2 6.2 6.0 6.1 DSS 6 64 
70 7.1 — 70 7.0 7.2 7.2 7.1 7.1 4 16 
7,0 7,0 - 7.0 7.0 7,2 ta 7,1 7,1 4 16 


+043 +053 — +11 +09 +1,1 +11 +1,01 +1,08) - 
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Tabell 


Das Verdauungsgemisch besteht aus 2 Teilen 1° ,iger Starkelésung l Tei 
00 
Zum Verdiinnen diente Wasser. Daue 





Bestimmung des Pu des Gemenges im Probierréhrchen | 


Konzen- Konzen- 


lers B sh 
Ver eatin tration tration kolorimetrisch 
such der 
der des ohne Puffer mit Puffer durchschnittlich 
Reagenzien : 
Reagenzien Ferments vor nach vor nach vor nach 
Nr. der Verdauung der Verdauung der Verdauung 
75 Nay HAsO, 034mol. 1:160 +84 | >84 8.9 8.9 (8.65) (8,65) 
76 . - 1: 80 +84 | +84 8.9 8.9 (8.65) (8,65) 
Tahe ll 
Das Verdauungsgemisch besteht aus 2 Teilen 1°/,iger Starkelésung + 1 Teil 
Zum Verdiinnen diente Wasser. Dauer 
77 k, H As Os 0.33 mol. 1:160 84 > 84 8.9 8.9 (8.65) | (8.65) 
78 . . 1: 80' >84 | >84 8.9 8.9 (8.65) | (8.65) 
Tabelle 
Das Verdauungsgemisch besteht aus 2 Teilen 1° siger Stairkelésung + 1 Teil 
Verdiinnen diente der Mac Ilrainsche Puffer mit 
79 NagH AsO, | 0,34mol. 1:80 || >84 84 8.9 8.9 (8.65) | (8,65) 
SY . = 1:80 | >84 > >84 8.9 8.9 (8,65) (8,65) 
Tabe lle 
Das Verdauungsgemisch besteht aus 2 Teilen 1° yiger Starkelésung + 1 Teil 
diinnen diente Mac Ilrainscher Puffer mit py = 6,06. 
81 K, HAsO; | 0,33mol. 1:80 +84) >84 8.9 8,9 (8,65) (8,65) 
82 . ‘ 1:80. >84 , >84 8.9 8.9 (8.65) (8,65) 
T abelle 
Das Verdauungsgemisch besteht aus 2 Teilen 1°/,iger Starkelésung + 1 Teil 
Ferments 1: 80. Zum Verdiinnen diente H,O. 
83 Na,HAsO, 0,34mol. 1:80 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 
84 m - 1:80 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 
Tabelle 
Das Verdauungsgemisch besteht aus 2 Teilen 1° iger Starkelésung + 1 Teil 
Ferments 1: 80. Zum Verdiinnen diente H,O. 
85 K,HAsO, | 0,33mol. | 1:80 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 
86 jn ms 1:80 7,0 7.0 7.0 7,0 7.0 7.0 


Bei der Verteilung der Arsenite in 0,3 n HCl, anstatt des Puffers, 
erreichte das py = 7,0 im Ausgangsgemisch und 6,0 im Grenzgemisch, 
trotzdem trat eine Hemmung der Verdauung deutlich zutage (Ta- 


bellen XVII und XVIII). 





Nat 
Pu 


~I-I 


XV 
Kal. 
Ver 
6. 
6. 
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X/II. 
Natriumarsenit angegebener Konzentration + 1 Teil Ferment 1: 160 oder 1: 80. 
les Versuchs 30 Minuten bei 38°. 





Bestimmung des des Gemenges im letzten - 
Pu Hemmende Konzentration 


Probierrobrchen 


kolorimetrisch Resultate 

01, des des 
hne Puffer mit Puffer durchschnittlich , As Ve b 
Molar Salzes omnes 


vor nach vor nach vor nach - im Gemenge 
: < im Gemenge 


der Verdauung der Verdauung der Verdauung 


8.2 8.2 8,7 8.7 845 845 034—0,005 147—0.02 0.59—0,0092 8 verd. 
8,2 8,2 8,7 8.7 845 845 034—0,005 147—0,02 059—0.,0092 8 , 
XIV. 
Kaliumarsenit angegebener Konzentration + 1 Teil Ferment 1:160 oder 1: 80. 
des Versuchs 30 Stunden bei 38°. 
+84) > 8.4! 8.9 8.9 (8,65) (8.65) 033—0,0025 1.66—0,013 0,618—0.004 9 verd 
>84 >84! 89 8.9 (8,65) (8,65) 0,33—0,0025 1.66—0,.013 0,618—0,004 9 . 
XV. 


Natriumarsenit angegebener Konzentration + 1 Teil des Ferments 1:89. Zum 
Pu 6,6. Dauer des Versuchs 30 Minuten bei 38°. 


7,2 7,2 7.2 7,2 7,2 7.2 | 034—0,04 147—018 059—0,07 | 5 verd. 
7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2  034—0.04 147—0,18 059—0,07 5 , 
XVI. 

Kaliumarsenit angegebener Konzentration + 1 Teil Ferment 1:80. Zum Ver- 


Dauer des Versuchs 30 Minuten bei 38°. 


~ 


74 7.4 7.2 7.2 7.3 7.3 0.33—0,16 1,6—0,83 061—03 || 2 verd. 
7,4 74 7,2 7,2 7.3 7,3 © 0,338-—0,16 16—083 061-03 /2 , 
XVII. 

Natriumarsenit, 0,3mol., verdiinnt 1:1 mittels HCl mit pr 0,3 1 Teil des 


Yauer des Versuchs 30 Minuten bei 38°. 


6.0 6.0 6.9 6.0 6.0 6,0 | 0,17--0,01 | 0,73—0,045 0,29—0,018 6 verd. 
6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.9 | O017—0,01 , 0,73—0.045 0,29—0,018 6 


XVIII. 
Kaliumarsenit, 0,33mol., verdiinnt 1:1 mittels HCl mit py = 0,3 + 1 Teil des 
Versuchsdauer 30 Minuten bei 38°. 

6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.9 §'016—0.005 16—0.02 0.6—0.009 
69 609 60 60 69 60 0,16—0,005 1,6—0,02 0,6—0,009 


7 verd. 
i - 
Somit ist es uns gelungen, eine sehr interessante Tatsache fest 
zustellen: wihrend in Abwesenheit eines Puffers die Salze des drei- 
wertigen und fiinfwertigen Arsens auf den Verdauungsprozel der 
Starke durch die Speichelamylase bei gleichem Prozentgehalt des 
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As im Gemenge eine gleiche Wirkung austibten und in der Beeinflussung 
des Na, HAsO, und des K,H AsO, kein Unterschied bestand, erwies 
sich das Verhalten der Salze des dreiwertigen und fiinfwertigen Arsens 
den Puffergemischen gegeniiber sehr verschiedenartig. Obgleich eine 
Na, H AsO,-Lésung eine basische Reaktion besitzt, wird diese leicht 
durch einen Puffer mit py = 6.6 unterdriickt, bei dessen Gegenwart 
dieses Salz auf den Verlauf des fermentativen Prozesses weder be- 
schleunigend noch hemmend wirkt und die py-Werte des Mediums in 
den Grenzen des Optimums fiir die Speichelamylase liegen. 

Ein ganz anderes Verhalten zeigten den Puffern gegeniiber die 
Arsenite: die Puffergemische sind nicht imstande, deren starkbasische 
Eigenschaften herabzusetzen: obgleich 0,3 n HCl das gewiinschte py 
schafft, ist das erhaltene Gemenge schwach gepuffert, weil sein pq von 
7.2 bis 6.0 bei der Verdiinnung mit Wasser wihrend der Verteilung 
in eine abnehmende Reihe verschoben ist. Aus diesem Gemische ist 
es schwer, ein solches Gemenge herzustellen, welches innerhalb der 
Grenzen des Optimums fiir die Amylasewirkung liegen und sich bei 
Verdiinnung nicht verindern wiirde. 

Selbst in Medien mit py = 7,2 bis 6,0 iiben die Arsenite einen 
hemmenden Einfluf aus. Augenscheinlich wird letzterer durch die 
Einwirkung des dreiwertigen Arsens selbst und nicht blob durch die 
ungiinstigen Verhaltnisse der aktiven Reaktion des Mediums bedingt. 

Ein so verschiedenart'jes Verhalten des drei- und fiinfwertigen 
Arsens den Puffern gegeniiber kann auch nicht ohne EinfluB auf den 
therapeutischen Effekt dieser Salze bleiben: die Salze des dreiwertigen 
Arsens miissen bei subkutaner Einfiihrung auf das Sdurebasengleich- 
gewicht des Blutes einen, im Vergleich zu den Salzen des fiinfwertigen 
Arsens viel stdrkeren EinfluB ausiiben. 


Zusammenfassung. 


1. Die Arseniate und Arsenite unterscheiden sich in ihrem Ver- 
halten den Pufferlésungen gegeniiber scharf voneinander. 

2. Im gepufferten Medium bei py = 6,8 wirkt Na,HAsQO, auf 
die Starkeverdauung durch die Speichelamylase weder beschleunigend 
noch hemmend. 

3. Der sauerste Phosphat-Citratpuffer setzt die scharf basische 
Reaktion der Arsenite nicht herab. 

4. Eine K,HAsQO,-Lésung legt eine basischere Reaktion an 
den Tag und iibt auf den Prozeb} einen stirkeren Einflu®b aus als 


Na, H AsQ,. 
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5. Der hemmende Effekt der Salze des fiinfwertigen Arsens auf 
lie Amylase ]a4Bt sich durch die Verschiebung der py-Werte der Lésung 
ach der basischen Seite hin vom Optimum der Wirkung des Ferments 
wif die Starke erklaren. 

6. An der hemmenden Wirkung der Salze des dreiwertigen Arsens 
scheint auber der Veranderung der aktiven Reaktion auch das Arsen 
selbst teilzunehmen. 

7. Bei der therapeutischen Anwendung dieser Priparate ist es 
notwendig, den Unterschied im Verhalten der Arseniate und Arsenite 
den Puffern bzw. den Gewebssiften gegeniiber in Betracht zu ziehen. 











Uber die Beziehungen zwischen der Phosphorsaure 
und der Glykolyse im Blut’. 


Von 
W. A. Engelhardt und A. E. Braunstein. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Volkskommissariats fiir Gesundheits- 
wesen in Moskau.) 


(Eingegangen am 26. Juni 1928.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die bisher vorliegenden Angaben iiber die Umwandlungen der 
Phosphorsaure im Blute in vitro und iiber deren Beziehungen zu der 
Glykolyse sind sehr unvollstandig und keineswegs eindeutig. Wir 
stellten uns daher die Aufgabe, durch neues Versuchsmaterial zur 
Entwirrung und Klarung der Verhiltnisse beizutragen. 


Dank den Untersuchungen von Lawaczek (1), Martland, Robison 
und Hansman (2), Rona und Iwasaki (3) und Jost (4) wissen wir, da®B der 
Gehalt an anorganischer Phosphorsaure im extravasierten Blute bei Auf- 
bewahrung im Brutschrank nicht konstant bleibt, sondern in der Regel 
Anderungen erfahrt, und zwar je nach den Versuchsbedingungen bald in 
der einen, bald in der anderen Richtung. Der Zusammenhang dieser Ver- 
anderungen mit der Glykolyse wurde bereits yon Lawaczek und von Martland 
vermutet (vgl. auch Bierry und Moquet (5). Den tatsachlichen Nachweis 
des Vorhandenseins gewisser Beziehungen zwischen der Phosphorsaure 
und dem Kohlehydratabbau im Blute erbrachten aber erst die Arbeiten 
von Rona und Iwasaki (6) und Jost (1. e.). 

Die Anderungen des Phosphorséuregehalts im Blute werden in der 
Mehrzahl der erwahnten Arbeiten als AuBerungen eines reversiblenVorganges 
gedeutet, der, den jeweiligen Versuchsbedingungen entsprechend, einmal 
die Synthese der Phosphorsaéure zu organischen séureléslichen Verbindungen, 
das andere Mal die Abspaltung von anorganischem Phosphat aus diesen 
Verbindungen zur Folge hat, indem durch die Wirkung dieser oder jener 
Faktoren die Gleichgewichtslage verschoben wird (Martland, Rona und 
Iwasaki). : 


' Vorlaufige Mitteilung in der Klin. Wochenschr. 7, Nr. 5, 8. 215, 1928. 
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Wir glauben, durch die nachstehenden Versuche mit hinreichender 
\larheit bewiesen zu haben, dali bei den Umwandlungen der Blut- 
phosphorsaure mindestens zwei voneinander unabhangige Prozesse 
m Spiele sind, die in entgegengesetzter Richtung verlaufen. Erstens 
wird anorganische Phosphorsiure aus organischen Verbindungen ab- 
gespalten. Auf diesem Vorgange beruht die von allen Autoren hervor- 
yehobene Zunahme der anorganischen Blutphosphorsaure, die bei der 
Haimolyse und unter dem Einflub verschiedener anderer Faktoren statt- 
findet; er steht in keinem direkten Zusammenhang mit dem Kohle- 
hvdratabbau (Glykolyse). Der andere Vorgang ist unmittelbar mit der 
Glykolyse verbunden und fiihrt letzten Endes zur Bindung von an- 
organischer Phosphorsaure in Form organischer saureléslicher Ver- 
bindungen; allem Anschein nach handelt es sich um Stabilisierung von 
im Laufe der Glykolyse entstehenden Phosphorsiureestern. 


Methodik. 

Alle weiter unten beschriebenen Versuche wurden mit Kaninchen- 
blut angestellt. Das Blut (aus der Ohrvene oder dem Herz entnommen) 
wurde in einem sauberen, vollstandig trockenen Becher aufgefangen 
und vorsichtig defibriniert. Bei allen Versuchen wurden ,Hamolyse 
und sonstige Schadigungen der Blutkérperchen peinlichst vermieden. 
Alle zu den Proben zugesetzten Lésungen wurden kryoskopisch auf 
isotonische Konzentration (A = 0,568 bis 0.573°) eingestellt, mit 
Ausnahme der Faille, wo in den Versuchsprotokollen andere Kon- 
zentrationen angegeben sind. 

In den zur: Bestimmung der Anfangswerte dienenden Proben 
(meist je | cem Blut) wurde sofort die Eiweiffallung (mit Trichlor- 
essigsiure) und die Bestimmung von anorganischer Phosphorsaure (P.-S.) 
und Zucker vorgenommen. Die iibrigen Proben wurden mit den ent- 
sprechenden Zusatzen' versetzt und in den Thermostaten bei 37° 
gestellt. 

Die Zuckerbestimmung erfolgte nach Hagedorn-Jensen, die Be- 
stimmung der P.-S. nach der Methode von Fiske-Subbarow (7) und 
Lohmann-J endrassik (8) mit unbedeutenden, den Versuchsbedingungen 
entsprechenden Abanderungen [vgl. Braunstein (9)]. 


! Bei der kolorimetrischen Bestimmung der anorganischen P.-S. in 
Gegenwart von Fluorid und Arsenat sind gewisse Korrekturen erforderlich, 
da ersteres die Farbreaktion etwas hemmt, letzteres mit den Reagenzien 
eine Eigenfarbung gibt. Unsere Tabellen enthalten die korrigierten Werte ; 
die Korrekturen betrugen in der Regel nicht mehr als 10°, [vgl. Newberg 
und Leibowitz (10)). Der Gehalt an anorganischer P.-S. ist in den Tabellen 
in Milligrammen P,O, pro lcem Versuchsmaterial (Blut, Erythrocyten- 
suspension usw.), der Zuckergehalt in Prozenten angegeben. 
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Experimenteller Teil. 


In den ersten Versuchen untersuchten wir die Anderungen des 
Gehalts an anorganischer P.-S. beim Aufbewahren von reinem wn 
verdiinnten Blute bei 37°C. Diese Versuche ergaben, daB die an 
organische P.-S. im Kaninchenblut bei diesen Versuchsbedingungen 
wahrend der ersten Stunden fast konstant bleibt. Auf eine gering 
Abnahme in den ersten 11, bis 3 Stunden folgt zunichst ein recht 
unbedeutender Zuwachs [Mittelwerte: nach 1!., Stunden 0,004 my 
P,O; pro Leem Blut (10 Versuche), nach 3 Stunden 0,06 mg 
(16 Versuche), nach 4 Stunden + 0,05 mg (8 Versuche)] (vgl. 
Tabelle I); erst bei langerem Aufbewahren nimmt der Zuwachs einen 
steileren Verlauf und es kommt zur Abspaltung erheblicher P.-S 
Mengen. 

Tabelle I. 





Anorganische P.*S. (mg P.O; pro 1 ccm 
defibrinierten Blutes) 


Versuchss Kaninchen poms Anderung des P.«S.-Gehalts 


datum Nr. nach Aufenthalt im 


zu Thermostaten 


Beginn a jailieclienist en 
nach 1!/,Std. nach 3 Std. nach 1'/, Std. nach 3 Std 


29 0,050 0,060 0,048 + 0,010 — 0,002 
41 0,100 0,104 0,096 + 0,004 0,004 
64 0,068 0,068 0,068 0 0 
51 0,071 0,042 0,050 — 0,029 — 0,021 
66 0,060 0.045 0,040 — 0,015 0,020 
102 0,084 0,081 0,071 0,003 — 0,013 
160 0,076 0,061 0,050 — 0,015 0,026 
29 0,061 0,061 0,059 0 — 0,002 
41 0,101 0,104 0,098 +. 0,003 — 0,008 
64 0,069 0,074 0,077 + 0,005 + 0,008 
29 0,056 0,050 - — 0,096 
41 0.084 0.081 . — 0,003 
64 0,056 - 0,052 . — 0.004 


51 0,084 0.084 0 
66 0,057 0.050 — 0,007 
160 0,060 ~_ 0,052 0,008 
Mittelwert: — 0,006 
nach 4 Std. nach 4 Std. 
0,064 0,072 . + 0,008 
0,058 - 0,062 - +- 0,004 
0,070 0,068 — 0,002 
0,082 0,097 + 0,015 
0,080 . 0,086 + 0,006 
0,091 0,097 + 0,006 
0,063 0,067 . 0.004 
0,074 - 0,073 — — 0,004 
Mittelwert: + 0,005 
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Unsere Versuchsergebnisse stimmen mit den Angaben von Lawaczek 
und Martland und Robison iiberein und weichen von den Befunden 
von Rona und Iwasaki ab. die bei der gleichen Versuchsanordnung 
bereits in der ersten Stunde erhebliche Vermehrung der anorganischen 
P.-S. beobachteten. 

Der intensive Zuwachs der anorganischen P.-S. in den Versuchen von 
Rona und Iwasaki ist wahrscheinlich auf Schadigung der Erythrocyten 
zuriickzufiihren (partielle Hamolyse, Zusatz anisotonischer Lésungen). Bei 
unseren Versuchen konnten wir uns tiberzeugen, da®B jede auch nur geringe 
Himolyse eine rasche Zunahme der anorganischen P.-S. zur Folge hat 
(vgl. Tabelle IT). Den raschen Zuwachs der anorganischen P.-S. in hamo- 
lysiertem Blute erwahnen fast alle Autoren. 


Tabelle II. 





Anderung des 
Versuchss Anorganische P.-S PS sebalts 


datum 
mg mg 


3. VI. Leem Blut, durch viermal. Zu Beginn Nach 20 Min. Nach 20 Min. 
Gefrieren hiamolysiert 0,094 0,168 + 0.074 

4. VI. 1 cem Blut mit 1 cem dest. Zu Beginn Nach 2Std. Nach 2 Std. 
Wasser hamolysiert 0,050 0,156 + 0,106 

Verdiinnt man dagegen das Blut mit physiologischer NaCl- oder 

Ringerlésung, so lat sich von Anfang an ein betrichtlicher Zuwachs 


Tabelle IIT. Detibriniertes Blut mit dem doppelten Volumen isotonischer 
NaCl-Lésung verdiinnt. 





Anorganische P.-S. (mg pro ! com Zuwachs der 
Blut) anorganischen P..«S 


Versuchs- Kaninchen 
datum Nr 


zu Beginn nach 3 Std nach 3 Std 


i 102 0,096 0,120 0,024 
*. - 166 0,088 0,116 0,028 
9. IV. 41 0,120 0.152 0.082 
IV. 29 0,073 0,108 0.030 
au? 51 0,088 0,126 0,038 
| ae 64 0.052 0,090 0.0388 
29 0.056 0,069 0.013 
41 0,084 0,114 0.030 
64 0.056 0.076 0,020 
51 0.084 0,128 0.044 
66 0.057 0,087 0,030 
160 0,060 0,082 0,022 
Mittelwert : 0,029 

nach 4 Std. nach 4 Std. 
0,082 0,147 0,065 
0,080 0.131 0,051 
0,080 0.136 0.056 
0.091 0,158 0,067 
0,063 0,096 0.083 
Mittelwert : 0.054 

4 * 
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cs 


von anorganischer P.-S. feststellen. Bei Verdiinnung mit bicarbonat 
haltiger Ringerlésung ist der P.-S.-Zuwachs bedeutend geringer, aber 
doch noch sehr deutlich. In 1 cem Blut, das mit der zweifachen Menge 
streng isotonischer NaCl-Lésung versetzt wurde, stieg der P,O,-Gehalt 
in 3 Stunden durchschnittlich um 0,029 mg an (Mittelwert aus 12 Ver 
suchen), in 4 Stunden um 0,054 mg (5 Versuche) (s. Tabelle ILI). 

Der Anstieg der anorganischen P.-S. ist um so bedeutender, je 
stirker das Blut verdiinnt wird (s. Tabelle [IV und Abb. 1). 


Tabelle 1 V. EinfluB der Verdiinnung auf den Zuwachs der anorganischen P.-S. 





Je 1 com defibriniertes Blut + physiologische Kochsalzlésung, com 
0 | -“a—- 15 20 


Anorganische P.+S., mg 


Zu Beginn ... 0,080 . —_ = 
Nach 4 Std... . 0,086 0,105 0.117 0,126 0,131 
Zuwachs 0,006 0,025 0,037 0,046 0.051 


= 
S 
S$ 


> a 


g proccm 
> 
Ey 


~ 0,030; a 
3 4,020} 
~ 
< G010 
eer re ee 
0 a5 40 45 c 
com Nall pro7ccm Blut 
Abb. 1. 


Verdiinnt man das Blut mit anisotonischen Kochsalzlisungen, so 
ist der Zuwachs der anorganischen P.-S. desto gréBer, je starker die 
Konzentration der Lésungen von der isotonischen abweicht (Tabelle V 
und Abb. 2). 


Tabelle V. EjinfluB der osmotischen Konzentration. 





lcem defibriniertes Blut 


Verdiinnt mit 1 com NaCl-Lésung von der Konzentration 








Unvers | neat toe, edie ne oe eee Saree es _ 
déant 0.5% 9 0,6 5 0,7 ®'9 0,8 %'y 0.9%, | 10%, 1,1 °', 
Anorganische P..S., mg 
Zu Beginn . 0,059 -- — - oe = 
Nach 4 Std. 0,062 0,121 | 0117 0,110 | 0086 0,112 | 0119 0,124 


0,003 $0,062 | 0,058 0,051 | 0027 0,053 0,060 0,065 


Zuwachs . 
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Bei der Verdiinnung mit hypotonischen Lésungen ist der starkere 
\nstieg wahrscheinlich durch Schadigung der Blutkérperchen (Quellung 
der Erythrocyten, Permeabilitaétssteigerung, partielle Hamolyse) bedingt; 
die Wirkung der hypertonischen Lésungen kénnte ebenfalls auf osmotischen 
Vorgangen beruhen (Schrumpfung der Erythrocyten), oder von der spezifi- 
schen Wirkung der Ionen des Kochsalzes abhangen '. 

Der Anstieg der anorganischen P.-S. 






































in hdmolysiertem Blute wird weder atte 
durch isotonische noch durch stark an- %g 
isotonische (20°!) NaCl-Lésung  be- aed j % Z 
einfluBt. — AY = - 

In einer Reihe von’ Versuchen § 4 Y 
wurde sodann die Wirkung _ver- ‘= 90} AY Y 
schiedener Ionen auf die Dynamik der S Y} / 
Phosphorsiiure erforscht, indem das ss ’ : l 
Blut mit isotonischen (kryoskopisch S'g.020} VY} 
eingestellten) Losungen verschiedener . AY, 
Salze versetzt wurde. Versuche mit an Gue: 
den Chloriden der Alkalimetalle (K, AL AVA VA VA ¥A VA 
Na, Li) ergaben, daB die einwertigen ae ay 5} am } - = . 
Kationen keine spezifische Wirkung = ‘oven enor cer zugeserzfen NaO-Losunger 
aufweisen. Calciumchlorid erhéht den Abb. 2. 


Anstieg der anorganischen P.-S. (vgl. 

Lawaczek). Bei der Verdiinnung des Blutes mit isotonischen Lésungen 
von Salzen einbasischer Sauren ergibt sich, daB die einzelnen Anionen 
verschieden stark wirken (Tabelle VI, Abb. 3). 


Tabelle VI. 


Wirkung verschiedener Anionen. 





l ccm defibriniertes Blut 


+ 1 com isotonische Lésung von 


Unver- ea ne . 
dunnt NaJ NaNO; KCNS | NaBr NaCl NaF 
Anorganische P.-S., mg 
Zu Beginn . 0,091 — - 
Nach 2 Std. aa 0,100 0,102 0,102 0,408 0.113 0,170 
a es 0,097 0.134 0,138 0.140 0.151 0,158 
Zuwachsn.4Std. 0,006 0,043 0,047 0,049 0,060 0.067 0,079 * 
* Nach 2 Std. 


Nach ihrer Wirkungsintensitat lassen sich die einwertigen Anionen 
in folgende Reihe ordnen: 
J’, NO,, CNS’ < Br’ < Cl’ < F’. 


1 Vgl. Lawaczek (1. c¢.). 
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Diese Reihe stimmt mit der Hofmeisterschen lyotropen Reihe 
iiberein. Dabei wirken die Ionen des lyotropen Endes der Reihe (J’, 
NO,, CNS’) am schwiichsten, wihrend die Ionen des lyophoben Endes 
(Cl’, F’) den Zuwachs der anorganischen P.-S. am stirksten begiinstigen. 


if 


j 


0,060} j V 
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Abb. 3. 
I Blut ohne Zusatz. I] = Zusatz von NaJ. Il = NaNO. IV KCNS. 
V = NaBr. VI = NaCl. VII = NaF (korr.). 


Besonders intensiv ist die Wirkung von NaF, das bereits in geringer 
Konzentration einen sehr erheblichen Anstieg der anorganischen P.-S. 
hervorruft. Von allen iibrigen Salzen steht ihm nur das Calciumchlorid 
an Wirksamkeit nahe (s. weiter unten, Tabellen X und XI). 

Im Gegensatz zu Lawaczek, der die Férderung des P.-S.-Zuwachses in 
nichthimolysiertem Blute durch CaCl, auf die relativ héhere Cl’-Ionen- 
konzentration zuriickfiihrt, sind wir geneigt, den EinfluB des Calcium- 
chlorids vielmehr der spezifischen Wirkung des Ca™-Ions zuzuschreiben. 

Was die Beteiligung der einzelnen Blutbestandteile (Plasma bzw. 
Serum, Formelemente) an den Veranderungen des P.-S.-Gehalts betrifft, 
so fanden wir in Ubereinstimmung mit den Angaben der Literatur 
(Martland und Mitarbeiter), daB die entscheidende Rolle den Blut- 
kérperchen zukommt. In den vom Serum abgetrennten Erythrocyten 
fanden wir einen Zuwachs anorganischer P.-S., der nach 114 Stunden 
0,066 mg betrug, nach 31, Stunden 0,118 mg pro 1 ccm erreichte. 

Im Serum bleibt dagegen der Phosphatgehalt stundenlang konstant, 
auch bei Verdiinnung mit Kochsalzlésung. Da im Serum bekanntlich 
sehr wenig organisch gebundene Phosphorsiure enthalten ist, war 
dieser Befund kein unerwarteter. Um zu ermitteln, ob im Serum das 
die Abspaltung anorganischer P.-S. bewirkende Ferment vorhanden 
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sei, wurde zum Serum organisch gebundene Phosphorsaure in der Form 
von Kochsaft aus Erythrocyten zugesetzt. 

Zur Herstellung des Kochsaftes wurden mit Ringer gewaschene 
Erythrocyten 5 Minuten lang auf dem Wasserbad mit 1!. Volumen 
Ringerlésung gekocht, zentrifugiert und filtriert. Es stellte sich heraus, 
daB das Serum imstande ist, aus derartigem zugesetzten Substrat 
anorganische P.-S. abzuspalten. Zusatz von Serum-Kochsaft zu frischem 
Serum hat keine P.-S.-Abspaltung zur Folge. 





Tabelle VII. 
: lcecm Erythrocytens 1 ccm Serum 
1 com Serum “i. ’ + leem Erythrocytens 
kochsaft 
kochsatt 
Anorganische P.-S., mg 

ne 0,109 0.035 0.148 
Nach 3}/, Std. . 5 aii a 0,108 0,037 0,218 
_ 0,070 


Zuwachs . 


Martland, Hansman und Robison, die in einem Gemisch von Serum 
und neutralisiertem Blutfiltrat Abspaltung von anorganischer P.-S. beob- 
achteten, kamen gleichfalls zu dem SchluB, daB das Serum Phosphatase 


enthalt. 

Die Erythrocyten enthalten folglich sowohl das Ferment wie das 
fiir die Abspaltung der anorganischen P.-S. erforderliche Substrat; 
im Serum findet dagegen trotz Anwesenheit des Ferments kein Zuwachs 
der anorganischen P.-S. statt, da es an Substrat mangelt. 

. 

Im Vollblut beteiligt sich aber vielleicht auch das Serumferment an 
den Umwandlungen der Phosphorséure, denn nach den Befunden Lawaczeks 
kann unter Umstanden organisch gebundene Phosphorséure aus den Erythro- 
eyten ins Serum iibertreten. 

Wir untersuchten nunmehr die Wirkung der Faktoren, die im 
Vollblut den Zuwachs der anorganischen P.-S. steigern (Verdiinnung, 
Ionenwirkung), auf den Verlauf der P.-S.-Abspaltung in gewaschenen 
Erythrocyten! und im System: Serum + Erythrocytenkochsaft. 


In beiden Systemen blieb die Verdiinnung mit steigenden Mengen 
isotonischer Lésungen verschiedener Salze wirkungslos; nur das Natrium- 
fluorid, das im Vollblut den starksten Anstieg hervorruft, bewirkte in 
den Erythrocyten im Gegenteil eine gewisse Hemmung des Zuwachses 


(Tabellen VIII und IX). 


1 Die Erythrocyten wurden zweimal mit dem vierfachen Volumen 
Ringerlésung gewaschen und mit Ringer auf das urspriingliche Volumen 
des Blutes gebracht. 
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Tabelle VIII. 
0.5 ccm Serum + 0,5 ccm Erythrocytenkochsaft 
—— —_— Zusatz: 
. | 2ccm 2ccm 2ccm 2 ccm Ye aged , va <4 
. . > + O11 °% 9 + com Na 
mec | Sage | =(teF Glucose + 0,19 Glucose 
Anorganische P.+S., mg 

Zu Beginn. . | 0,063 _- - - - 
Nach 3!,, Std. | 0,090 0,088 0,090 0,091 0,090 0,088 
Zuwachs .. 0,027 0,025 0,027 0,028 0,027 0,025 


Tabelle 1X. 


Zuwachs der anorganischen P.-S. in ausgewaschenen Erythrocyten. 





1 ccm Erythrocytensuspension in Ringerlésung 





ohne  Zusatz: a 
Zusatz lecm NaCl 2ccm NaCl 2ccm Ringer 1 com NaF 
Anorganische P..S., mg 
Zu Beginn 0,014 — —_ me 
Nach 1'), Std. . 0,080 0,080 0.080 0,080 0,062 
Zuwachs ... 0,066 0,066 0,066 0.066 0,048 


Ein weiterer Faktor, der die Umwandlungen der Blutphosphorsaure 
aufs stairkste beeinfluBt, ist die Wasserstoffionenkonzentration. Da die 
Wirkung der [H’] von den vorangehenden Autoren eingehend untersucht 
worden ist, stellten wir keine diesbeziiglichen Experimente an. Alle Autoren 
(Martland, Lawaczek, Rona und Iwasaki) geben an, daB bei saurer Reaktion 
(pa < 7,3) verstarkte Abspaltung von anorganischem Phosphat, bei alkali- 
scher Reaktion (px > 7,3) geringere Abspaltung oder sogar Schwund 
von anorganischer P.-S. stattfindet. Aus den Kurven von Rona und Iwasaki 
(1. ce. 6, Abb. 4 und 5) geht jedoch hervor, daB die Abspaltung der anorgani- 
schen P.-S. in gewaschenen Erythrocyten durch weitgehende Anderungen 
der [H’] (pu 7,5 bis 5,22) nicht beeinfluBt wird. 

Es besteht demnach ein wesentlicher Unterschied zwischen dem 
Verhalten der anorganischen P.-S. im Vollblut einerseits und in ge- 
waschenen Erythrocyten oder dem System Serum + Kochsaft anderer- 
seits. Im Vollblut bleibt der Gehalt an anorganischer P.-S. langere 
Zeit bestandig; Verdiinnung des Blutes mit isotonischen Lésungen 
verschiedener Salze hat einen Anstieg des P.-S.-Gehalts zur Folge, 
dessen Intensitaét von der Zusammensetzung der Salze abhangt. Von 
groBer Bedeutung ist die [H']. In gewaschenen Erythrocyten und im 
Serum + Kochsaft geht ein standiger Zuwachs der anorganischen 
P.-S. vor sich, dessen Intensitat durch Verdiinnung und lonenwirkung 
nicht beeinfluBt wird, auch nicht durch Verschiebung der [H }. 
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Die Ursache dieses abweichenden Verhaltens wird verstandlich, 
wenn wir die Eigenschaften der einzelnen Systeme vergleichen. Der 
Gegensatz zwischen unseren zwei kiinstlichen Systemen und dem 
Vollblut besteht darin, daB in den Erythrocyten sowohl wie im System: 
Serum + Kochsaft keine Glykolyse stattfindet; im ersten Falle wird 
der Blutzucker — das Substrat der Glykolyse —, beim Waschen der 
Blutkérperchen entfernt, im zweiten Falle fehlt der glykolytische 
Fermentkomplex, der bekanntlich an die Blutkérperchen gebunden ist. 

Der unter dem EinfluB verschiedener Faktoren eintretende Anstieg 
der anorganischen P.-S. im Blute kénnte auf zweierlei Weise zustande 
kommen: 

a) Die betreffenden Faktoren kénnten einen Vorgang hervorrufen 
oder beschleunigen, der mit Abspaltung von anorganischer P.-S. ein- 
hergeht; oder 

b) die Faktoren hemmen einen Prozeb, der zur Bindung anorgani- 
scher P.-S. fiihrt und unter normalen Bedingungen eine gleichzeitige, 
von einem anderen ProzeB abhangende Abspaltung von anorganischer 
P.-S. verdeckt. 

Eingangs wurde erwiahnt, dab diejenigen Faktoren, die im Vollblut 
den Zuwachs anorganischer P.-S. fordern, in glykolysefreien Systemen 
wirkungslos bleiben. Diese Tatsache sprach zugunsten unserer zweiten 
Annahme und legte die Vermutung nahe, dab der zur Bindung der 
Phosphorsaure fiihrende Vorgang die Glykolyse sei. 

Der Vergleich unserer Versuchsresultate mit den Angaben der Literatur 
bestatigte diese Annahme in weitgehendem MaBe. Es stellte sich namlich 
heraus, da®B eber: diejenigen Faktoren einen erhéhten Anstieg der an- 
organischen Phosphorsiure bewirken, welche bekanntlich die Glykolyse 
hemmen, z. B. Natriumfluorid, Hiamolyse, Entfernung der Substrate der 
Glykolyse (Auswaschen der Erythrocyten). Auf die glykolysehemmende 
Wirkung der Verdiinnung des Blutes wiesen bereits 1911 Rona und 
Déblin (11) hin. 

Im gleichen Sinne sprechen Versuche von Martland und Robison, 
Rona und Iwasaki und anderen Autoren: Der Zuwachs der anorganischen 
P.-S. wird durch das Ansaéuern des Blutes gesteigert, das bekanntlich die 
Glykolyse hemmt; werden durch Alkalisieren des Blutes und Zusatz von 
Phosphat und Glucose optimale Bedingungen fiir die Glykolyse geschaffen, 
so wird der Zuwachs kleiner oder es kommt sogar zu einer Abnahme des 
P.-S.-Gehaltes im Blute (vgl. Jost, l.c.). Beim Wegfall der Glykolyse 
(gewaschene Erythrocyten) wird, wie aus den Kurven von Rona und Iwasaki 
ersichtlich, die Phosphatabspaltung durch Anderungen der [H'] nicht 
mehr beeinfluBt. 

Es lag demnach auf der Hand, anzunehmen, dab eben das Vor- 
handensein der Glykolyse die Ursache der Eigentiimlichkeiten der 
P.-S.-Dynamik im Vollblut sei. Aufschlu®B dariiber ergaben Versuche, 
wo ein nichtglykolysierendes System (ausgewaschene Erythrocyten) 
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wieder in ein glykolysierendes verwandelt wurde (durch Zusatz von 


Glucose) und wo neben der P.-S.-Bilanz auch der Zuckerschwund' 
bestimmt wurde. 


Es ergab sich von vornherein, dab, wenn die Erythrocyten in 
glucosehaltiger Ringerlésung suspendiert werden, der Zuwachs der 
anorganischen P.-S. auBerordentlich herabgesetzt wird im Vergleich 
zu denselben Erythrocyten in glucosefreier Ringerlésung. 

Solehe Versuche liegen auch in der Arbeit von Rona und Iwasaki vor 
(l. ce. S. 6). Die Autoren sagen dabei: ,,Zuckerzusatz vermindert di 
Spaltung* des Phosphorséureesters, er verschiebt das Gleichgewicht . . . 
zugunsten der Synthese*‘. Zu dieser Auffassung kommen wir noch weiter 
unten. 


Als wir nunmehr das Verhalten des kiinstlich hergestellten glyko- 
lvsefahigen Systems gegeniiber den friiher am Vollblut untersuchten 
Faktoren (lonenwirkung, Verdiinnung) studierten, so erhielten wir 
genau dieselben Ergebnisse wie im Blute. Wahrend in den aus- 
gewaschenen Erythrocyten die lonenwirkung nicht zur Geltung kommt 
(nur Na F vermindert den Zuwachs der anorganischen P.-S; s. Tabelle LX), 
erhalten wir nach Zusatz von Glucose genau dieselbe Reihe wie im 
Vollblut, wobei das F-lon den starksten Zuwachs verursacht (siehe 
Tabelle X und Abb. 4). 

Tabelle X. 


. 


Ionenreihe in ausgewaschenen Erythrocyten mit Glucosezusatz. 





1 ccm Erythrocyten suspendiert in Ringer + 4 mg-° 9 Pp O; + 0,2 ° 9 Glucose 


_ohne “Zusatz: 
, Zasets 2ccm Na J 2cecom NaBr 2ccm NaCl 0,5ccm NaF 
Anorganische P.-S., mg 
Zu Beginn . . 0,046 = its ‘ 
Nach 3 Std... 0,068 0,072 0.079 0.086 0.104 
Zuwachs ... 0,022 0,026 0.033 0.040 0.058 


DaB es sich dabei nicht um den EinfluB der Glucose als solcher 
auf die P.-S.-Abspaltung handelt, geht schon aus Versuchen hervor, 


' Wir sind uns wohl bewuBt, daB der Zuckerschwund nicht als ein 
genaues MaB der Glykolyse gelten kann, da unter Glykolyse sensu strictiori 
nur die Milchséurebildung aus Zucker gemeint ist. Vom Kohlehydrat- 
abbau im Blute gibt der Zuckerschwund aber infolge der, wenn auch ge- 
ringen, Atmung der Erythrocyten und der weiter unten zu erérterenden 
Stabilisierung eines Teiles der intermediéren Abbauprodukte eine genauere 
Vorstellung als die Milchsiéurebestimmung. 

2 Von uns durch Kursivdruck hervorgehoben. 
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1 denen Glucose zu hamolysiertem Blut bzw. zum System Serum 
Kochsaft zugesetzt wurde, ohne jeglichen EinfluB auf den Verlauf 
der P.-S.-Abspaltung auszuiiben (vgl. Tab. VIII, 6 ia 
Spalte 4). Ganz eindeutig treten aber die tat- 
sichlichen Beziehungen zutage, wenn man, wie 
oben gesagt, neben der P.-S.-Bilanz auch den 
jeweiligen Zuckergehalt bestimmt. Solche Ver- 
suche, mit Vollblut angestellt. sind in Tabelle XI 
wiedergegeben, waihrend in Tabelle XII gleiche 
Versuche mit ausgewaschenen Erythrocyten 
zusammengestellt sind.: Die entsprechenden 




















Versuchsergebnisse sind graphisch in Abb. 5 
und 6 dargestellt. Zu denVersuchen mit Arsenat- 
zusatz kommen wir weiter unten zuriick. 


Tabelle XI. 


EinfluB der Ionen auf Glykolyse und P.-S.-Zuwachs im Vollblut. 





1 com defibriniertes Blut 

Zusatz: 2 com isotonische Lésung von 
ohne 
Zusatz NaJ Na Ci CaCl, 


Anorganische P.+S., mg P2 O; 


Zu Beginn .. 0,078 . 
Nach 31, Std. . 0,085 0,114 0,121 0,150 

Zucker, "' 
Zu Beginn .. 0,086 
Nach 31, Std. . 0,034 0,052 0.057 9,065 0,079 
Zuwachsd. P.-S. 0,007 0.0386 0.048 0,073 0,053 
Zuckerschwund 0,052 0,034 0,029 0,021 0,007 


Tabelle XII. 


Glykolyse und P.-S.-Zuwachs in ausgewaschenen Erythrocyten. 





l ccm Erythrocytensuspension in Ringerlésung 


Zusatz 


— 05 ccm NaF 0,5 com Natr. 
2com NaCh 2 ccm CaCl, + 1,5 com arsenicicum 
Ringer m 200 in Ringer 


Anorganische P.-S.. mg Py Os 


Zu Beginn . . 0,018 ~ -- — 

Nach 3Std.. . 0,136 0,136 0,136 0,102 0,167 
Zucker, °'y 

Zu Beginn .. = Spuren - _- 

Nach 3 Std... Spuren Spuren Spuren Spuren Spuren 


Zuwachs d. P.-S. 0,118 0,118 0,118 0,084 0,139 








Dieselben Erythrocyten, gewaschen und suspendiert in Ringerlésung mi! 
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Tabelle XII 


(Fortsetzung). 


0,2°,, Glucose und einer geringen Menge anorganischen Phosphats; Zusiitz 


wie 


oben. 





Zu Beginn 
Nach 3 Std. . 


Zu Beginn 
Nach 3 Std. . 


Zuwachsd. P.-S. 
Zuckerschwund 
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I lecm Blut. II 
2ccm NaJ. I = 
IV=+ CaCl. V-= 





Anorganische P.-S., mg P, O; 


0,057 


0.073 


0,026 
0,028 


desgl. 
+ NaCl. 
+ NaF. 


0,070 0,098 0,128 
Zucker, ©, 


0,089 0,095 0,056 
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Abb. 6. 


I = ausgewaschene Erythrocyten. I] = NaCl. 
Il CaCl. IV = NaF. V = Na arsenat. 
Ia bis Va dasselbe, unter Zus. von 0,2°/, Glucose. 


Aus diesen Versuchen tritt mit voller Klarheit die Tatsache hervor, 
daB alle Faktoren, die im glykolysierenden System (Vollblut, Erythro- 
eyten -+ Glucose) den Zuwachs der anorganischen P.-S. hervorrufen 
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izw. steigern, gleichzeitig in genau entsprechendem Grade die Glykolyse 
hemmen. Es besteht eine umgekehrte Beziehung zwischen P.-S.- 
Zuwachs und Glykolyseintensitaét, und zur Deutung dieser Beziehung 
gehen wir nunmehr iiber. 

Die recht geringe GréBe des Zuwachses der anorganischen P.-S. 
m glykolysierenden System im Vergleich zum nichtglykolysierenden 
kénnte auf einer Hemmung der Abspaltung anorganischer P.-S. durch 
den GlykolyseprozeB beruhen. Es scheint jedoch recht unwahrscheinlich, 
daB ein so wenig gegeniiber 4uBeren Faktoren empfindlicher Prozeb, 
wie die Phosphorsaureesterspaltung (es sei an die Versuche Ronas tiber 
die weitgehende Unabhingigkeit von der [H'], an unsere Ergebnisse 
beziiglich der Ionenwirkung erinnert), durch das bloBe Eintreten des 
glykolytischen Prozesses direkt gehemmt werden kénnte. Der innere 
Mechanismus dieser Hemmung miiBte uns ganz dunkel bleiben und 
hatte auch kein Analogon in den uns bekannten enzymatischen Prozessen. 


Wir neigen entschieden zu der Annahme, dab die Hydrolyse 
organischer P.-S.-Verbindungen im glykolysierenden System ungestort 
vor sich geht; die in Freiheit gesetzte P.-S. wird aber im Vollblut mit 
einer etwa der Abspaltung gleichen Geschwindigkeit wieder in organische 
Form iibergefiihrt, so daB das Resultat des eigentlichen Spaltungs- 
prozesses dadurch verdeckt wird und gar nicht zum Vorschein kommt. 
Die Annahme einer solchen dauernden Veresterung der anorganischen 
P.-S. erscheint durchaus plausibel. Das Auftreten von Phosphorsaure- 
estern (Hexosediphosphat) als Stabilisierungsprodukt beim anoxydativen 
Zuckerabbau ist nach den neuesten Arbeiten Meyerhofs (12) sicher- 
gestellt, und die tatsichliche Bildung organischer Phosphorsaureester 
im Blute bei der Glykolyse ist bereits von Lawaczek, besonders aber 
neuerdings von Jost nachgewiesen worden. 

Wir kénnen unsere Vorstellung iiber den Mechanismus der P.-S.- 
umwandlungen im Blute folgendermaBen schematisieren: es findet in 
den Erythrocyten eine standige Abspaltung anorganischer P.-S. aus 
organischen, esterartigen Verbindungen statt. Diese Abspaltung ist 
ganz unabhingig von etwa gleichzeitig verlaufender Glykolyse, ist 
gegen lonenwirkung und py-Verschiebung (Rona) weitgehend un- 
empfindlich. Daneben geht die Glykolyse vor sich, aller Wahrscheinlich- 
keit nach unter intermediirer Bildung von Hexose-P.-S.-Estern. 
Wihrend es aber in ungeschddigten Hefe- und Muskelzellen unter 
normalen Bedingungen beim Kohlehydratabbau nicht zum Anhaufen 
von stabilen P.-S.-Estern kommt, scheint im Blute nicht die ganze an 
das abzubauende Hexosemolekiil veresterte P.-S. bei dem Zerfall des 
Zuckers wieder in Freiheit gesetzt zu werden, sondern es bleibt ein 
Teil derselben in organischer Form gebunden, wird stabilisiert, genau 
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so wie dies in geschddigten Hefe- und Muskelzellen und Zellpriaparate, 
geschieht. Hatten wir im Blute, wie dies augenscheinlich in Hefe wn‘ 
Muskel der Fall ist, keine Neubildung von freier anorganischer P.-S., sv 
wiirde bei der Glykolyse der Gehalt an freier P.-S. staéndig abnehmen 
(wie wir dies in Praparaten aus den genannten Zellen beobachten). Da 
die Abspaltung anorganischer P.-S. und die Stabilisierung infolge von 
Glykolyse im Blute gleichzeitig vor sich gehen, so hingt die jeweilige 
P.-S.-Bilanz von der relativen Intensitét dieser Prozesse ab und stellt 
nichts anderes vor, als die algebraische Summe beider Vorginge. Wenn 
wir unter bestimmten Umstanden einen erhéhten Zuwachs anorganischer 
P.-S. im Blute beobachten, so ist die Ursache in erster Linie in eine: 
Hemmung der Glykolyse zu suchen und nicht in einer Steigerung de 
Spaltungsgeschwindigkeit. Und umgekehrt, geringer Zuwachs der 
freien P.-S. ist nicht als Hemmung des Abspaltungsprozesses zu deuten. 
sondern als Resultat intensiver Glykolyse zu betrachten. Wir halten 
es nicht fiir richtig, etwaige Verainderungen der anorganischen P.-S 
als Resultat einer ..Verschiebung der Gleichgewichtslage anzusehen., 
wie es die meisten Autoren tun. Der Gleichgewichtsbegriff sollte echten 
umkehrbaren Prozessen vorbehalten werden, wo die jeweilige Ge- 
schwindigkeit der in einer Richtung verlaufenden Reaktion durch 
Anhaufung der Reaktionsprodukte nach den Gesetzen der chemischen 
Kinetik die Geschwindigkeit des entgegengesetzten Prozesses bestimmt 
Dies ist bei den Umwandlungen der P.-S. im Blute sicherlich nicht 
der Fall. 

Es lag nicht im Rahmen dieser Untersuchung, den chemischen 
Charakter des bei der Glykolyse gebildeten Stabilisierungsproduktes fest- 
zustellen. Wahrscheinlich haben wir es hier nicht, wie in den Versuchen 
Meyerhofs, mit Hexose-diphosphat zu tun, sondern es ist, nach den 
grundlegenden Untersuchungen von Jost zu urteilen, das Stabilisierungs- 
produkt eher in der Diphosphoglycerinsdure zu suchen. Sollte dem 
Schema von// ost volle Geltung zukommen,’so miiBte eine stéchiometrische 
Beziehung zwischen der gespaltenen Zuckermenge und_ gebildeter 
Diphosphoglycerinsiure bestehen. Unsere Versuche geben dariiber 
keine Anhaltspunkte, weitere Untersuchungen sind im Gange; jeden- 
falls ist die Menge des Stabilisierungsproduktes im Vergleich zur ver- 
schwundenen Zuckermenge recht gering. 


Einen weiteren Beweis zugunsten unserer Vorstellungen tiber den 
Mechanismus der P.-S.-Dynamik im Blute brachten die Versuche mit 
Zusatz von Natriumarsenat zum glykolysierenden System. 


Aus den Untersuchungen von Harden und Young (13) und von 
Meyerhof (14) wissen wir, daB Arsenat die Hefegarung und die Glykolyse 
des Muskels steigert, indem es den Zerfall von intermediar bei der 
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‘arung bzw. Milchsiéiurebildung entstehenden P.-S.-Estern erheblich 
beschleunigt, so daB sogar in Extrakten aus Hefe oder Muskel die 
\nhaufung von Stabilisierungsprodukten verhindert wird [Newberg und 
Kobel (15)). 

Unsere Erwartung, dafB Arsenat auch im Blute die Anhaufung 
des Stabilisierungsproduktes aufheben werde, bestatigt sich in vollem 
MaBe. Aus Tabelle XIII ist ersichtlich, daB der P.-S.-Zuwachs beim 
Zusatz von Arsenat nicht nur auf den Wert ansteigt, der in demselben 
System bei unterdriickter Glykolyse beobachtet wird, sondern noch 
gréBere Zahlen erreicht; der Anstieg der anorganischen P.-S. ist noch 
beim Zusatz von 0,5 cem’m/800 Arsenatlésung pro | cem Blut starker 
als in der Probe, in der die Glykolyse durch Fluoridzusatz gehemmt ist’. 


Tabelle XIII. 


Wirkung von Natriumarsenat auf den P.-S.-Zuwachs im Vo!l!blut. 





1 com Blut 


1 com 

Zusatz: 0.5 ccm Na-Arsenat in Ringerlésung; Blut 
ohne Arsenatkonzentration + 05 com 
Zusatz isotonische 

m 200 m 400 m/800)) 06m 1600) 6m 3200) om 6400 NaF: 

Lésung 

Anorganische P-S., mg P, Os 
Zu Beginn. . 0,104 | 0,104 


Nach 3}, Std. 0,104 | 0.213) 0192 O71 0130 0,124 0,116 0,166 


Zuwachs. .. 0 0.109 0,088 0,070 0,026 0.020 0,012 0,062 


Das gleiche Resultat erhielten wir beim Zusatz von Natriumarsenat 
zum System Erythrocyten + Glucose; auch hier tibertraf der P.-S.- 
Zuwachs in Gegenwart von Arsenat dea Zuwachs in der Fluoridprobe. 

Dieser Versuch beweist ferner, daB der Zuckerabbau durch die 
betreffende Arsenatkonzentration nicht im geringsten gehemmt wird®. 
Der in glucosefreien Erythrocyten unter dem EinfluB8 des Arsenats 
auftretende iiberschiissige P.-S.-Zuwachs im Vergleich zur Kontroll- 
probe (Tabelle XII und Abb. 6) ist vielleicht auf den rascheren Zerfall 
des zu Beginn des Versuches bereits im Blute vorhandenen stabilisierten 
P.-S.-Esters zuriickzufiihren. 


1 Da die Bestimmung kleiner P.-S.-Mengen in Gegenwart von Arsenat 
auf groBe Schwierigkeit st68t und auch durch die Korrektur der Zahlen- 
werte keine absolute Genauigkeit erzielt wird. so diirfen wir den Resultaten 
dieser Versuche nur mit allem Vorbehalt quantitative Geltung beimessen. 

2 Weitere, noch nicht veréffentlichte Versuche des einen von uns 
(A. Braunstein) weisen darauf hin, dai Arsenat die Glykolyse im Blute 
vielmehr aéhnlich der Hefengérung und der Glykolyse des Muskels zu steigern 


vermag. 
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Diese wenigen orientierenden Versuche zeigen, daB die Glykolyse 
im Blute tatsachlich mit der Bildung einer stabilisierten organischen 
Verbindung der Phosphorsiure einhergeht, und daB der Zusatz von 
Arsenat die Anhaufung dieses Stabilisierungsproduktes verhindert 
Das Fortdauern der Glykolyse ohne Stabilisierung der P.-S. in diesen 
Versuchen beweist ferner, daB die Anhiufung des Stabilisierungs 
produktes keine zwangslaufige Bedingung der Glykolyse ist, sondern 
lediglich eine Begleiterscheinung des Zuckerabbaues. 


Es ist wahrscheinlich, daB die Wirkung des Arsenats, das die 
gesamte sonst stabilisierte Menge Phosphats wieder als anorganische 
P.-S. auftreten laBt, mithin die Phosphorylierung und Glykolyse neuer 
Zuckermengen begiinstigt und zugleich sicherlich einen Umsatz des 
organischen Anteils des Stabilisierungsproduktes einleitet, eine gewisse 
Rolle bei der Allgemeinwirkung des Arsens auf den Stoffwechsel des 
Organismus spielt. Das Studium der hieraus erwachsenden Fragen 
bildet den Gegenstand weiterer Untersuchungen. 


Zum SchluB sei noch kurz auf die Ursachen der entgegengesetzten 
Einwirkung der Anionen auf die P.-S.-Bilanz im Muskel einerseits und 
im Blute andererseits eingegangen. Bekanntlich reihen sich die Lonen 
in den Versuchen Embdens (16) nach ihrer Wirkung auf die P-.-S.- 
Veresterung im Muskel ebenfalls nach der Hofmeisterschen Regel. 
jedoch in gerade entgegengesetztem Sinne: Fluorid, das im Blute den 
stirksten P.-S.-Zuwachs verursacht, begiinstigt im Muskel die An- 
hiufung von Lactazidogen und kann unter Umstanden zum _ voll- 
standigen Schwund der anorganischen P.-S. fiihren. Die Ursache 
scheint daran zu liegen, dab im Muskel die Hemmung der Glykolyse 
und der mit ihr zusammenhangenden Dephosphorylierung nicht zwangs- 
maBig mit einer Unterdriickung der Phosphorylierung einhergeht 
Im Blute steht dagegen bei glykolysehemmenden Einwirkungen auch 
die Bildung des Stabilisierungsproduktes still. Dauert im Muskel bei 
verlangsamter oder stillstehender Glykolyse die Phosphorylierung fort 
(die entstehenden Ester werden in diesem Falle stabilisiert), so kommt 
es zum Verschwinden von anorganischer P.-S. Auf diese Weise konnten 
Embden und Zimmermann (17) durch F’ oder Ca” die Veresterung 
erheblicher Phosphatmengen erzwingen. Im Blute sehen wir dagegen 
bei aufgehobener Glykolyse und gleichzeitig stillstehender Phosphory- 
lierung statt Abnahme der anorganischen P.-S. ununterbrochenen 
Anstieg infolge der selbstandig fortschreitenden hydrolytischen Ab- 
spaltung. Jedenfalls sprechen unsere Ergebnisse zugunsten der Meinung 
Meyerhojs, daB es sich bei den Versuchen Embdens nicht um eine 
Férderung der Lactazidogensynthese durch die lyophoben lonen 
handelt, sondern um gehemmten Zerfall des stabilisierten Esters. 
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Uber den Einflu6 versehiedener Priparate der Chiningruppe 
auf die fermentativen Funktionen des Organismus. 


X. Mitteilung: 


Der Einflu8 des Chinins auf die Dynamik des EiweiBumsatzes 
und der oxydoreduzierenden Vorginge. 


Von 


I. A. Smorodinzew. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie an der medizinischer 
Fakultét der I]. Staats-Universitat in Moskau.) 


(Eingegangen am 11. Juli 1928.) 


In der vorigen Mitteilung! erérterten wir die Frage nach dem 
EinfluB des Chinins auf die kohlehydrat- und fettspaltenden Fermente 
jetzt beabsichtigen wir, in allgemeinen Ziigen die unter der Einwirkung 
der Chininpraparate entstehenden Verinderungen der Dynamik des 
EiweiBumsatzes und der oxydoreduzierenden Vorgange im Organismus 


darzustellen. 
Pepsin. 


Nach Chittenden und Allen®, Fujitani*, Ascher* und Celata® hemmt 
sowohl das salzsaure (0,08 bis 1°.) als. auch das schwefelsaure Chinin 
(0,01 bis 1%) die Verdauung von Fibrin, Rhizin und Hiihnereiweib. 
Chinamin* hemmt die peptische EiweiSiverdauung bereits bei einer Ver 
diinnung von 1: 50000. Im Gegensatz dazu beobachtete Wolherg’ einen 
schwachen beschleunigenden Einflu8 kleiner Dosen schwefelsauren Chinins 
(0,006 bis 0,031°,) auf die Fibrinverdauung. Er behauptete, daB die Be- 
schleunigung des Prozesses der Chininmenge umgekehrt proportional ist. 
Auf Grund dessen kann angenommen werden, daB groBe Dosen dieses 
Salzes einen hemmenden Einflu®8 ausiiben miissen. Dies findet seiner 
Meinung nach bei Kranken, die mit Chinin behandelt werden, statt. Nach 
Laqueur® tritt die Beschleunigung deutlich hervor im Intervalle 0,001 
bis 0,6 % salzsauren Chinins im Gemisch, und sogar 1,5 °, heben die peptische 


1 J. A. Smorodinzew, diese Zeitschr. 197, 160, 1928. 

2 R. H. Chittenden und S. E, Allen, Trans. Conn. Acad. 7, I, 106, 1886 
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5 4. Celata, Arch. farm. sper. 40, 81, 1925. 

®° R. N. Chopra, Ind. Journ. med. res. 15, 343, 1927. 

? L. Wolberg, Pfliigers Arch. 22, 291, 1880. 
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Laqueur, Arch. f. exper. Pathol. 55, 240, 1906. 
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KiweiBverdauung nicht auf. Einen solchen EinfluB des Chinins beobachtete 
Laqueur bei kiinstlicher Verdauung des koagulierten HiihnereiweiBes 
n Mettschen Kapillaren und beim AufschlieBen von Fibrin. Die von 
underen Verfassern beschriebene Hemmung des Prozesses glaubt er auf 
Rechnung des Schwefelséureions zu schreiben, obgleich in seinen eigenen 
Versuchen das Chininchlorid auch in 30°, der Falle die Verdauung hemmte 
oder iiberhaupt von keiner Wirkung war. Nach den Beobachtungen von 
Binz* und Petit® besitzt Chinin keinen EinfluB auf die Fibrinverdauung. 

Nach den in unserem Laboratorium angestellten Versuchen unter 
Kontrolle der aktuellen Reaktion des Milieus iiben die salzsauren, 
bromsauren und schwefelsauren Chininsalze in den Konzentrationen 
von 0,000009 bis 0,2 °,, weder eine beschleunigende noch eine hemmende 
Einwirkung auf den Prozef der Caseinverdauung sowohl durch ver- 
schiedene Pepsinpraparate als auch durch den aus dem Laboratorium 
des Akademiemitgliedes J.P. Pawlow bezogenen Hundemagensaft 
und den durch Sondierung erhaltenen menschlichen Magensaft aus*. 
Auch die Pepsinverdauung des Edestins beeinfluBt das Chinin bis 
zur 0,2 °,igen Konzentration keineswegs. Bei einer 0.5°,,igen Konzen- 
tration kann eine schwache Hemmung nur bei Verschiebung der 
aktuellen Reaktion des Gemisches nach der alkalischen Seite hin zum 
optimalen py fiir die Einwirkung des Pepsins auf das Edestin beobachtet 
werden 4. 

Giewebeproteasen und Trypsin. 

Fiir eine der wichtigsten Eigentiimlichkeiten der physiologischen 
und pharmakologischen Wirkung des Chinins auf den Organismus 
der héheren Tiere wurde bis jetzt die Verzogerung des Zerfalls der 
Stickstoffverbindungen angenommen®. Die Frage jedoch nach der 
Art der Einwirkung des Chinins aut die einzelnen Phasen des Stickstoff- 
umsatzes, d.h. auf die auslésenden entsprechenden Proteasen und 
Peptasen blieb fast unerértert im Schrifttum. 

Nach den Beobachtungen von Gromowa und Grigorjewa* hemimt eine 
0,5 °%4ige Lésung salzsauren Chinins die durch Endotryptase hervorgerufene 
Spaltung der EiweiBe des Hefesaftes; nach Laqueur’? férdern kleine Chinin- 
dosen (0,001 bis 0,05%) den Eiwei®8zerfall in der Leber von Kaninchen 
und Hund, bei gréBeren Dosen (0,1°%,) wird dieser Vorgang gehemmt 
oder sogar aufgehoben, in saurer Zone eber als in alkalischer*. Die subkutane 
Einfiihrung von Chinin oder Hydrochinin bei einem hungernden Hunde 


1 ©. Binz, Eulenburgs Realenzykl. 3, 178, 1880. 
2 A. Petit, Etudes sur les ferments digest. Malys Jahrb. 10, 308, 1881. 
3 J. A.Smorodinzew und Z.S. Lemberg, diese Zeitschr. 162, 266, 1925; 
Russkij Journ. trop. med. 1925, Nr. 1/3, 5. 53. 
J. A. Smorodinzew, diese Zeitschr. 195, 1, 1928. 
Derselbe, Russkij Journ. trop. med. 5, 583, 1927. 
® T. Gromowa und O. Grigorjewa, Zeitschr. f. phys. Chem. 42, 299, 1904. 
7 EB. Laqueur, |. e. 
* B. Rosenthal und W. Lipschitz, Arch. f. exper. Path. 116, 39, 1926. 
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fiihrt in einem Teil der Versuche zu unmittelbarer Herabsetzung des Stick 
stoffumsatzes, in einem anderen Teil findet zuerst eine Steigerung statt; 
Optochin ist wirkungslos, waihrend Eucupin und Vucin eine verstarkt: 
Stickstoffausscheidung im Laufe von 2 bis 3 Tagen hervorrufen?. 

Was die Einwirkung des Chinins auf die tryptische Eiweil 
verdauung betrifft, so konnten wir in der Literatur keine Hinweis« 
iiber diese Frage finden?. Wir nahmen uns deshalb vor, die Einwirkung 
einiger Chininpraparate auf die Trypsinverdauung des Caseins zu 
verfolgen. Die in dieser Richtung ausgefiihrten Versuche ergaben 
1. daBb salzsaures und schwefelsaures Chinin in einer Konzentration 
von 0,009 bis 0,45°,, die Doppelverbindung Chinin-Harnstoff in einer 
Konzentration von 0,005 bis 0,036°,, und Harnstoffsalze bei 0,002 
bis 0,019°,, den ProzeB der Trypsinverdauung des Caseins hemmen 
2. dab Harnstoffsalze bei 0,019°,, und die Doppelverbindung Chinin 


Harnstoff bei 0,36°,, diesen ProzeB beschleunigen, wahrend freier 
Harnstoff bei 0,075 °,iger Konzentration seiner Salze, wie auch Chinin- 
salze bei minimaler Konzentration keinen EinfluB auf die tryptische 
Caseinverdauung ausiiben. Auber den allgemein gebrauchten Chinin- 
praiparaten in Form seiner salzsauren und schwefelsauren Salze wahlten 
wir fiir die Versuche auch die Doppelverbindung Chinin-Harnstoff. 
da dieses in Wasser gut lésliche Praiparat die Méglichkeit, den Einflub 
gréBerer Dosen dieses Alkaloids zu studieren, leistet. Die Anwendung 
des Chininharnstoffs veranlaBt uns, auch den EinfluB des Harnstoffs 
allein und seiner Salze auf die tryptische EiweiBverdauung zu verfolgen. 
um den Grad der Beteiligung des Chinins in der hemmenden oder 
beschleunigenden Wirkung des Praparats auf den fermentativen Vorgang 
herauszufinden*®. Laut den Ergebnissen dieser Versuche wird die 
hemmende Wirkung der schwefel- und salzsauren Chininsalze durch 
den Alkaloid selbst ohne Abhangigkeit vom Anion hervorgerufen. 
Die beschleunigende Wirkung der Doppelverbindung Chinin-Harnstoff 
wird durch das Vorhandensein von salzsaurem Harnstoff in diesem 
Praparat bedingt und durch den hemmenden EinfluB des salzsauren 
Chinins beeintrachtigt. Zwecks endgiiltiger Entscheidung, ob diese 
Einfliisse der gepriiften Praparate von ihrer unmittelbaren Einwirkung 
auf den tryptischen Verdauungsvorgang abhangen oder nur indirekt 
durch Verschiebung der aktuellen Reaktion des Milieus bedingt werden, 
war es notwendig, die Veranderung der Wasserstoffionenkonzentration 
im Laufe des Prozesses ohne Chininzufiigung und mit dieser zu ver- 


' B. Rosenthal und W. Lipschitz, Arch. f. exper. Pathol. 116, 39, 1926. 

2 Erst im vorigen Jahre erwahnt Chopra ganz fliichtig, daB das Chin- 
amin keinen Einflu8 auf das Trypsin ausiibt. Ind. journ. med. res. 15, 
343, 1927. 

8 J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa, diese Zeitschr. 185, 128, 1923; 
Journ. d. russ. chem. Ges. 55, 19, 1924. 
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folgen. Solche Versuche sind von uns ausgefiihrt worden, sie ergaben, 
daB der hemmende EinfluB der salz- und schwefelsauren Chininsalze 
inabhangig von der Reaktion des Milieus ist. Was die Harnstoffsalze 
betrifft, so erwies es sich, daB sie das pa des Milieus bis 2 bis 3 ver- 
schieben und ihr EinfluB nur durch diese Verschiebung erklart wird, 
da freier Harnstoff wie auch seine Salze in gepufferter Lisung den 
fermentativen ProzeB nicht beeinflussen. Es wurde auf diese Weise 
wiederum bewiesen, daB8 die Kontrolle der aktuellen Reaktion von 
allergréBter Bedeutung bei der Beurteilung des Einflusses irgendwelcher 
Stoffe auf die Fermentwirkung sein kann. Die Einfliisse, die scheinbar 
durch die direkte Einwirkung der Harnstoffsalze ausgeiibt wurden 
erwiesen sich in Wirklichkeit als durch ihren indirekten Einflub, durch 
die von diesen Stoffen hervorgerufene starke Verschiebung des pq nach 
der sauren Seite bedingt!. 

Somit iibt das Chinin, nach unseren derzeitigen Kenntnissen, auf 
die Verdauung von Eiweif8 durch das Trypsin im Gegensatz zum Pepsin 
bereits in den kleinsten Konzentrationen (0,01°,) eine’ merklich 
hemmende Wirkung aus, bei héheren Dosen (0,1°,,) hemmt es auch 
die Funktionen der Gewebeproteasen. 


Histozym und Arginase, 


Auf die weiteren Vorginge der Umwandlung der intermediaren 


Produkte des EiweiBumsatzes iibt das Chinin eine verschiedenartige 
Einwirkung aus. 

Nach Minkowski wirkt eine 0,2- bis 0,5° ige Lésung = salzsauren 
Chinins auf die Spaltung der Hippurséure durch Histozym kaum?*. Die 
Synthese der Hippurséure unter dem EinfluB dieses Ferments in der tiber- 
lebenden Niere*® wie auch im lebendigen Organismus* wird in Gegenwart 
von 0,05 bis 0,1°, salzsauren Chinins gehemmt. Auf die Arginase iibt 
das Chinin keinen EintfluB8 aus®. 


Chymosin und Fibrinferment, 


Nach den Beobachtungen von Peters® beschleunigt ein 0,08 © iver 
Chiningehalt die Milehgerinnung, es muB aber nicht auBer acht gelassen 
werden, daB das Chinin von selbst ohne Ferment eine Koagulation de: 
EiweiBe hervorruft?. Wird nach der Verdinderung der Viskositét und 
innerer Reibung der Caseinlésungen geurteilt, so ibt das Chinin eher einen 


J.A.Smorodinzew und A. N. Adowa, diese Zeitschr. 188, 274, 1927. 
> O. Minkowski, Arch. f. exper. Pathol. 17, 455, 1883. 
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S. Hino, Journ. of Biochem. 6, 335, 1926. 

Pr. Peters, Preisschr. Rostock 80, 1894. 

J.A.Smorodinzew und A. N. Adowa, diese Zeitschr. 183, 274, 1927. 








70 I. A. Smorodinzew : 


hemmenden Einflu8 auf den ProzeB aus!. Gleichfalls wird die Blutgerinnun: 
in Gegenwart von Chinin gehemmt?. 


Oxydasen und Redukasen. 


Im Bereiche der allgemeinen Katalyse gehért das Chinin zu den 
negativen Katalysatoren®; kleinste Dosen hemmen den Vorgang der kata 
lytischen Oxydation des salzsauren Zinns und schwefligsauren Natriums'‘ 

Die Wirkung der Blut- und Kartoffeloxydasen auf Guajaktinktu: 
wird in Gegenwart hoher Chininkonzentrationen gehemmt5, schwache) 
Konzentrationen 0,001 bis 0,005° geférdert®. Der hemmende Einflul 
auf die oxydierenden Eigenschaften des Blutes haingt vielleicht davon ab, 
daB das Chinin eine festere Bindung des O, an das Himoglobin hervorruft 7 
Die Tatigkeit der Atmungsfermente*, der Gewebeoxydasen® und die oxy 
dierenden Ejigenschaften der Erythrocyten™, der Atmungsumsatz de. 
Menschen !! werden ebenfalls in Gegenwart von Chinin gehemmt ; das Chinin 
(0,15 bis 0,25°,) ruft eine leichte Hemmung der Oxydation des Benzy! 
alkohols zu Benzoeséure durch die Aldehydase der iiberlebenden Pferde. 
lunge hervor ?!?. 

Salzsaures Chinin 1 : 2000000 hebt die Entfarbung des Methylenblaus 
durch Pneumokokkenkulturen vollstindig auf. Die Empfindlichkeit der 
Kulturen in dieser Hinsicht wird durch Verweilen in der Kalte vergréBert ©. 
Optochin, Eucupin und Vucin in Konzentration von 0,1 bis 1,0 Millimol! 
hemmen die Reaktion von Methylenblau durch die Hydrogenase (Thunberg) ; 
0,001 bis 0,08 Millimol beschleunigen diesen Vorgang in den Muskeln, 
mit dem ausgeschiedenen Ferment rufen diese Konzentrationen nur eine 
Hemmung hervor!. Chinin iibt fast keine Wirkung auf das Phylothion™, 
auf die Redukase aus der Leber und dem Gehirn der Katze™, auf die 
Redukase der Kartoffeln und der Milch aus’’; bei 0,22 °% salzsauren Chinins 
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vird die Reduktion der Nitrate etwas gehemmt, aber sogar bei 0,9 ist 
lie Hemmung schwach ausgesprochen; eine Beschleunigung zu beobachten 
wi niedrigen Konzentrationen bis zu 0,0018°, gelang nicht'. Bei kurz- 
dauernder Einwirkung (10 Minuten) beschleunigt Chinin (1°) die Tatigkeit 
der Blutkatalase des Kaninchens, bei laingerer Einwirkung wird sie be- 
cintrachtigt ?; auf die Leberkatalase iiben das Chinin und das Vucin keinen 
EinfluB aus*. 
Girungsvorgiinge. 

In Verdiinnungen 1 : 360 bis 1: 675 hemmt das Chinin das Wachstum * 
und die Atmung® der Hefezellen, bei 0,09* bis 0,1°,? verzégert es den 
Vorgang der alkoholischen Garung, und bei 0,5 bis 1,4 °4* hebt es diesen 
ProzeB voéllig auf. 

Die Giftwirkung wird durch das freie Alkaloid verursacht, da die 
ersten basischen Aquivalente des Vucins und Eucupins bereits bei px 4,4 
hzw. 5.3 frei werden, so besitzen diese Alkaloide bei diesem px einen hohen 
Grad der Giftigkeit im Gegensatz zu Chinin und Optochin®. In der Ein- 
wirkung des Chinins auf die alkoholische Gérung kann eine periodische 
Abwechslung der beschleunigenden und hemmenden Einfliisse festgestellt 
werden®. Auf die milchsaure und buttersaure Gaérung iibt das Chinin 
ebenfalls eine hemmende Wirkung aus?®. Die Glyoxalase erwies sich einem 
1°%igen Gehalt an salzsauren Chinin gegeniiber™ als widerstandsfahig. 

Somit tiben die Chininpraparate auf den Eiweibumsatz und die 
Oxydoreduktionsprozesse, die vorwiegend im alkalischen Milieu ver- 
laufen, im Gegensatz zu dem Kohlehydrat und Fettumsatz einen 
hemmenden EinfluB aus. Das Fehlen irgendwelchen Einflusses auf 
das Pepsin kann dadurch erklart werden, daB das Chinin in stark saurem 
Milieu von den EiweiBmolekiilen nicht absorbiert wird und deshalb 
den ihm eigenen Effekt auszuiiben nicht imstande ist. 


Schlubfolgerung. 

Die Tatigkeit des Plasmas stellt eine Summe der Funktionen der 
in ihm enthaltenen Fermente dar'®. Deshalb ist es zwecks klarer und 
genauer Auffassung der Einwirkung des Chinins auf den Organismus 
von groBber Wichtigkeit und Interesse, die Gesamtwirkung des Chinins 


1 IT. A. Smorodinzew, Russk. physiol. Journ. 7, 139, 1925. 
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in seine Einfliisse auf die einzelnen Fermente zu zerlegen, um auf Grun 
der erzielten Kenntnisse von der elektiven Einwirkung des Chinin 
auf die einzelnen Phasen des Stoffwechsels mit gréBerer Zweckmiabig 
keit dieses wichtige Praparat in der Therapie anzuwenden und im 
notigen Falle entsprechende Veranderungen seiner Struktur hervor 
zurufen imstande zu sein. Wird der Versuch zeigen, daB Chinin i) 
vitro eine spezifische Wirkung auf dieses oder jenes Ferment ausiibt 
so kénnen wir mit groBer Wahrscheinlichkeit annehmen, daB es auc! 
im Organismus auf diesen Proze} elektiv einwirken wird. 


Das Chinin als paralysierendes Gift stért die Koordination de: 
fermentativen Prozesse im Protoplasma, wodurch zuerst eine Aufhebuny 
der Tatigkeit und darauf ein Absterben des Plasmas bedingt wird 
Einen der wichtigsten Regulatoren der planmafigen Tatigkeit der 
Zelle bildet das Gleichgewicht zwischen den Funktionen der oxydierenden 
und autolytischen Fermente'. Chinin scheint die Oxydasen zu pra 
lysieren, wodurch die autolytischen Fermente die Oberhand gewinnen 
und den Zerfall des Plasmas hervorbringen; eine 0,005 °,ige Chinin- 
lésung hebt die Tatigkeit der Blutoxydasen auf? und hemmt die syn- 
thetischen Prozesse, wie z. B. die Synthese der Hippursaure durch 
Histozym$. 

Auf die Stérung des Gleichgewichts der fermentativen Prozesse 
folgt als zweite Phase ihre Paralyse unter dem Einflu8 des Chinins 
So ist z. B. festgestellt, daB Chinin die Menge des _ verbrauchten 
Sauerstoffs und der ausgeschiedenen Kohlensaure herabsetzt infolge 
seiner schadigenden Einwirkung auf die Gewebeoxydasen*. Die da- 
durch bedingte Verstarkung des Eiweibzerfalls, die zuerst von einer 
erhéhten Stickstoffausscheidung im Harn begleitet wird®, wird bald 
von einer Herabsetzung des Stickstoffumsatzes vertreten. Die Autolyse 
der Leber wird bei kleineren Chinindosen (0,001 bis 0,05°,) zuerst 
verstarkt, dann verzégert und aufgehoben (Laqueur). Infolge der 
erwaihnten Einwirkungen wird der Gasstoffwechsel und der Stickstoff- 
umsatz herabgesetzt, d. h. die Warmeproduktion im Organismus wird 
herabgesetzt, worin die antipyretischen Chinineigenschaften ihre Er- 
klarung finden, denn diese eine Wirkung ist vom zentralen Nervensystem 
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inabhangig!, im Gegensatz zum Antipyrin, dessen Wirkung auf dem 
Wege der wirmeregulierenden Zentren entfaltet wird. 

Die verminderte Ausscheidung der Harnsiure* und des Harn- 
stoffes mit dem Harn unter dem Einflub therapeutischer Chinindosen 
wird von Schmiedeberg® durch die angeblich durch das Chinin hervor 
verufene Hemmung der Resorption der stickstoffhaltigen Produkte 
erklart. Die Ausscheidung des Harnstoffs unter dem EinfluB der Chinin 
darreichung sinkt aber auch beim Hungern*, wobei der Gehalt der 
Fizes an Stickstoff nicht steigt®, daraus folgt direkt, daB die Ver- 
minderung des Gehalts des Harns an Stickstoff wahrend der Chinin- 
behandlung durch die von ihr hervorgerufene Herabsetzung des Zerfalls 
der Stickstoffverbindungen in den Geweben, d. h. durch seine direkte 
EKinwirkung auf die Gewebeproteasen bedingt wird. 

Somit lautet die allgemein verbreitete Meinung, dai das Chinin 
den Zerfall der Stickstoffverbindungen im Organismus wie auch die 
Oxydationsprozesse hemmt. 

Das Studium speziell dieser Vorgiinge wurde vor allem vor 
genommen und die Ergebnisse dieser experimentellen Untersuchungen 
werden demnachst mitgeteilt werden. 
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5 C.v. Noorden und N. Zuntz, Arch, f. Physiol. 1894, 5. 203. 











Uber die Natur des eiweiGgebundenen Blutplasmazuckers. 


Von 
Zacharias Dische. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung im physiologischen Institut 
der Universitat Wien.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie de 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 12. Juli 1928.) 


1. Altere Untersuchungen iiber den Bluteiweifzucker. 


Als Lépine zum erstenmal die Glykolyse des Blutes einer genauen 
Untersuchung unterzog, stieB er auf Erscheinungen, die ihn veranlabten 
neben dem freien, durch Reduktion ohne weiteres nachweisbaren 
Blutzucker noch eine andere an gewisse Bestandteile des Blutes g 
bundene Form des Zuckers anzunehmen. Er nannte diesen Zucker 
sucre virtuel; iiber die Natur des sucre virtuel hatte er keine klare Vor- 
stellung. 


Anfangs glaubte er, es handle sich um Glykogen, dann um gepaarté 
Glucuronséuren. Endlich glaubte er festgestellt zu haben, daB es sich um 
glykosidartige Verbindungen der Glucose handle, die unter dem Einflul} 
des Emulsins Glucose liefern. Einige Jahre spater stellte Lépine fest, dal 
durch Erhitzen mit Fluorwasserstoffsiure aus dem Blute reduzierende 
Substanzen in groBer Menge gewonnen werden kénnen, die er ebenfalls 
als Zucker ansprach. Er gelangte zu keiner klaren Abgrenzung diese: 
verschiedenen Formen des gebundenen Zuckers; erst durch die Arbeiten 
Bierrys und seiner Mitarbeiter im Jahre 1911 ff. wurde in diesen Dingen 
einigermaben Klarheit geschaffen. Bierry (1) wies einwandfrei nach, dai 
es im normalen Blute keinen durch Emulsin bzw. Invertase abspaltbaren 
Zucker gibt, nur durch die Wirkung von Mineralséuren in der Hitze kénnen 
gréBere Mengen einer reduzierenden Substanz aus dem Blute bzw. Plasma 
gewonnen werden. Bierry (2) stellte fest, daf diese reduzierende Substan:z 
an die EiweiBkérper des Blutes gebunden ist, und nannte sie deshalb sucre 
proteidique. Er studierte genau die Bedingungen, unter denen die Abspaltung 
des sucre proteidique optimal vor sich geht, und arbeitete auf Grund dieser 
Untersuchungen eine Methode zur Bestimmung des EiweiSzuckers im Blute 
und im Plasma aus. Diese Methode basiert auf folgendem Prinzip: Das 
Blut bzw. das Plasma werden nach entsprechender Verdiinnung mit etwa 
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3°iger Schwefelséiure durch 30 bis 40 Minuten im Autoklaven erhitzt, 
mter diesen Umstanden ist die Menge der erhaltenen reduzierenden Sub- 
tanzen am gréBten; die EiweiBhydrolyseprodukte werden dann mit dem 
Reagens von Patain (Mercurinitrat) ausgefallt, das Quecksilber durch H,S 
entfernt und im Filtrat die Glucose nach Bertrand bestimmt. Im Jahre 1927 
hat dann Brerry eine auf demselben Prinzip basierende Mikrobestimmungs- 
methode des EiweiBzuckers im Blute angegeben. Mit Hilfe dieser Methode 
hat Berry im normalen Blute und Plasma verschiedener Tiere, wie auch 
m Plasma kranker Menschen, den EiweiBzucker bestimmt; er fand z. B. im 
Pferdeplasma etwa 0,130°, EiweiBzucker; bei chronischen Nieren- 
erkrankungen (3), bei menschlichem und experimentellem Diabetes (4), 
bei Krebskachexie (5), bei Insulinwirkung (6) fanden Bierry (3) und seine 
Mitarbeiter den EiweiBzucker zum Teil wesentlich erhéht, bei Adrenalin- 
wirkung (7) erniedrigt. Die Untersuchungen von Bierry haben eine ganze 
Flut von Arbeiten tiber denselben Gegenstand zur Folge gehabt, die zum 
Teil die Resultate Bierrys bestatigten, zum Teil aber auch zu widersprechen- 
den Ergebnissen kamen. Bierry (8) hat mit Recht darauf hingewiesen, 
daB bei allen spéteren Untersuchungen von den Autoren der Fehler be- 
gangen wurde, daB sie sich nicht streng an seine Vorschrift fiir die Be- 
stimmung des EiweiBzuckers gehalten haben, sondern willkiirliche Ande- 
rungen an der Methode vornahmen und dadurch natiirlich unrichtige 
Resultate erzielten. Beziiglich der Literatur tiber diese Fragen siehe 
Bierry, C. r. de la soc. biol. 96, 606 und 1456; B. Glassmann, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 158, 113. 

Noch vor den Untersuchungen Lépines und Bierrys, die von gewissen, 
bei der Glykolyse des Blutes in vitro zu beobachtenden Erscheinungen 
ausgingen, hat Pavy (9) die Existenz einer reduzierenden Gruppe in fast 
allen EiweiBkérpern festgestellt und sich um die Aufklérung ihrer Kon- 
stitution bemiiht. Er hat auch als erster quantitativ die Menge der redu- 
zierenden Substanz in verschiedenen EiweiBkérpern, unter anderem auch 
in BluteiweiBkérpern, bestimmt. Er hat auch Phenylhydrazinverbindungen 
der reduzierendén Substanzen im Blute hergestellt, die unter dem Mikroskop 
in ihrer Kristallform dem Glucosazon vollkommen dhnlich sahen. Da 
Pavy der Kohlehydratgruppe in den EiweiBkérpern eine groBe Rolle im 
Kohlehydratstoffwechsel des Organismus zuschrieb, wurden seine Arbeiten 
zum Ausgangspunkt einer langen Reihe von Untersuchungen iiber die 
Natur des in Eiwei8kérpern vorhandenen Zuckers; dabei wurde in einer 
ganzen Reihe von EiweiBkérpern Glucosamin aufgefunden, das man infolge- 
dessen lange Zeit als alleinigen Vertreter der Kohlehydrate im Eiweib- 
molekiil betrachtete. Diese Ansicht konnte unmdglich richtig sein, da fast 
alle EiweiBkérper die Naphtholreaktion nach Molisch geben, das Glucosamin 
dagegen bekanntlich diese Reaktion nicht gibt. Ende 1927 erschien eine 
Arbeit von Frankel und Jellinek (10), die in den EiweiBkérpern des Hiihner- 
eies neben Glucosamin Mannose als dasjenige Kohlehydrat aufgefunden 
haben, das fiir die Molischreaktion der Eiwei8kérper des Hiihnereies ver- 
antwortlich zu machen ist. Diese Arbeit gelangte zur Kenntnis des Ver- 
fassers, wahrend die vorliegende Untersuchung schon im Gange war. 


2. Kritik der Glassmannschen Untersuchungen. 


Vor einiger Zeit habe ich zusammen mit Hans Popper eine Methode 
zur Bestimmung der Kohlehydrate angegeben, die auf einer Reaktion 
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der Kohlehydrate mit Jndol und Schwefelsaure basiert. Die polymeren 
Kohlehydrate zeigen dabei ein solches Verhalten, als ob die in ihnen 
enthaltene Menge frei wire und fiir sich mit Indol und Schwefelsaiur: 
reagieren wiirde. Es war deshalb naheliegend, zu versuchen, ob nicht 
auch das an Ejiweif gebundene Kohlehydrat mit Hilfe der Indol- 
Schwefelsiurereaktion quantitativ bestimmt werden kénnte. Zu 
diesem Zweck verglich ich (unter Mitwirkung von Hans Popper) dic 
Werte fiir den EiweiBzucker des Pferdeplasmas, die sich nach meiner 
kolorimetrischen Methode ergaben, mit denjenigen, die nach der Methode 
von Bierry festgestellt wurden. 


Wiahrend diese Arbeit im Gange war, erschien nun eine Untersuchung 
von B. Glassmann (11), die die ganze Untersuchung iiber den EiweiBzucke: 
auf ganz neue Bahnen zu lenken schien. Glassmann hat eine neue kolori- 
metrische Methode zur Bestimmung des Zuckers ausgearbeitet; sie beruht 
auf der Reaktion der Zucker mit Resorcin in 16%iger Salzsdure, wobei 
ein brauner Farbstoff in der Hitze sich bildet. Glassmann hat dieses Ver- 
fahren auch zur Bestimmung des Proteinzuckers angewendet, indem e1 
einfach Blut bzw. Plasma mit Resorcin und Salzséure durch 1'/, Stunde 
im Wasserbad erhitzte, die dabei auftretende Braunfirbung ohne weiteres 
mit derjenigen einer gleichzeitig erhitzten Glucoselésung kolorimetrisch 
verglich und aus dem Verhaltnis der beiden Farbungen die Menge des in 
den Proteinen enthaltenen Zuckers berechnete. Die sich dabei ergebenden 
Werte waren sechs- bis siebenmal so groB als die von Bierry ermittelten. 
Glassmann hat an diese Feststellungen weitgehende und jeder experimentellen 
Grundlage entbehrende Hypothesen gekniipft; die viel niedrigeren Werte 
fiir den Proteinzucker von Bierry will er dadurch erklaren, daB durch die 
Saurehydrolyse im Autoklaven der EiweiBzucker zum gr6Bten Teil zerstért 
werde. Bei seinem Verfahren dagegen werde die Glucose sofort von dem 
Resorcin gewissermaBen abgefangen, wobei sich das Anhydrodiglykose 
resorcin bilden solle. Ware diese Behauptung Glassmanns richtig, so miiBte 
z. B. beim Pferdeplasma nach halbstiindigem Erhitzen im Autoklaven 
hei 120° die Reaktion mit Resorcin nach Glassman in viel schwacherem 
MaBe auftreten, als es bei dem nicht vorher im Autoklaven erhitzten Plasma 
der Fall ist. Das verhalt sich aber nicht so, wie der Verfasser durch eigene 
Versuche feststellte. Vielmehr zeigt das im Autoklaven erhitzte Plasma 
bei der Reaktion nach Glassmann genau denselben Farbwert, wie das nicht 
erhitzte. Die von Glassmann gegebene Erklarung fiir die Diskrepanz zwischen 
seinen Werten und denjenigen von Bierry muB also auf ganz andere Um- 
stande zuriickgefiihrt werden, und zwar kénnte man diese Diskrepanz 
entweder dadurch erklaéren, daB8 in den Eiwei8kérpern neben Zucker noch 
andere Substanzen vorhanden sind, die mit Resorein und Salzséure eine 
Braunfarbung geben (denn diese Reaktion ist fiir den Zucker nicht spezifisch, 
vielmehr geben sie auch alle Aldehyde), oder aber man kénnte annehmen, 
daB8 der in den Eiwei®kérpern vorhandene Zucker keine Glucose ist, 
sondern eine andere Zuckerart, die die Eigentiimlichkeit besitzt, dai 
sie die Reaktion mit Resorcin und Salzséure in viel starkerem Grade 
ergibt als die Glucose. Da Glassmann bei seiner kolorimetrischen Be- 
stimmung des Proteinzuckers als Standard immer eine Glucoselésung be- 
nutzte, muBte er natiirlich zu viel gréBeren Werten fiir den Proteinzucker 
gelangen, als der Wirklichkeit entsprach, wenn tatsachlich eine in Wahrheit 
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| °ige Lésung des Proteinzuckers eine viel starkere Farbe ergab als eine 
| °Jige Glucoselésung. 


Eine Entscheidung dieser Frage erschien von Interesse, denn 
nach den Mitteilungen zahlreicher Autoren spielt der EiweiBzucker 
im Kohlehydratstoffwechsel des Organismus eine betrachtliche Rolle. 
So hat Glassmann selbst zwei Fille von Diabetes mitgeteilt, bei denen 
der gesamte Zucker des Plasmas in freier Form sich befand, der Eiweil- 
zucker also gleich Null war. Unter dem EinfluB des Insulins steigt 
angeblich die Menge des Eiwei$zuckers an in demselben Mabe, wie 
diejenige des freien Zuckers fallt. Wenn auch Glassmann seine Beob- 
achtungen ganz falsch deutet, so haben doch auch andere Autoren 
ihnliche Erscheinungen beschrieben, wie z. B. D.Caltabiano und 
Liotta (12). Eine Entscheidung in der oben erwahnten Alternative 
erschien also wiinschenswert und von Bedeutung. Diesem Zwecke 
ist die vorliegende Untersuchung gewidmet. 

Wenn die hohen Werte, die Glassmann fiir den Proteinzucker 
erhielt, darauf beruhten, daB der Proteinzucker mit der Glucose nicht 
identisch ist, vielmehr die Resorcin-Salzsaurereaktion in viel starkerem 
MaBe gibt als die letzte, so mubte erwartet werden, dab die Starke 
dieser Reaktion bei den verschiedenen Zuckerarten recht verschieden 
ausfallt. Es wurden deshalb Pentosen, Galaktose und Mannose auf ihr 
Verhalten bei der Resorcin-Salzsaurereaktion mit der Glucose quantitativ 


verglichen. Die Pentosen reagierten viel starker, wobei der Farbton 
der Reaktion mit demjenigen bei der Glucose nicht vergleichbar war, 
Mannose und Galaktose dagegen zeizten dieselbe Farbe wie Glucose, 
aber einigemal starker als dieselbe, Mannose dreimal, Galaktose etwa* 
vierma] starker. 


Dieser Befund bestarkte mich in der Meinung, daB es sich tat- 
stichlich beim sucre proteidique um einen von der Glucose verschiedenen 
Zucker handelt, und es wurde zunachst der Versuch unternommen, die 
Phenylhydrazinverbindung dieses Zuckers darzustellen. Dabei mui 
bemerkt werden, daB dieser Versuch schon von Bierry ausgefiihrt 
worden ist und dab dieser ein Phenylosazon isolierte, das nach seinen 
Angaben dem Glucosazon entsprechend zwischen 232 und 235° schmolz. 
Trotzdem muBte der Versuch wiederholt werden: denn die Glassmann- 
schen Befunde konnten nur im oben erwahnten Sinne gedeutet werden, 
und es erschien die Annahme, da in den Eiweibkérpern des Blutes 
bisher unbekannte Substanzen sich vorfinden, die mit Resorcinsalzsiure 
wie die Kohlehydrate eine starke Braunfarbung geben, sehr un- 
wahrscheinlich ; es wahr dies um so mehr der Fall, da nach Saurehydrolyse 
des Plasmas und Ausfallung der Hydrolyseprodukte mit Quecksilber- 
nitrat nach Patain im Filtrat mit den tiblichen Aldehydreagenzien 
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keine im Verhialtnis zum Zucker ins Gewicht fallenden Mengen vor 
Aldehyden nachgewiesen werden konnten. 


3. Darstellung eines Mannosephenylhydrazons aus hydrolysiertem 
Pferdeblutplasma. 


Zur Darstellung der Phenylhydrazinverbindung des Plasma 
eiweibzuckers mubte zuerst dieser Zucker durch Hydrolyse aus seine 
Verbindung mit den Eiweibkérpern gelést werden. Die alteren Autoren 
haben zu diesem Zweck sich der Alkalihydrolyse bedient, indem sie 
von der Annahme ausgingen, daB der EiweiBzucker nach Art polymerer 
Kohlehydrate Alkalien gegeniiber vollkommen resistent sei. Diese 
Annahme scheint indessen nur in beschrinktem MaBe richtig zu sein 
denn ich habe festgestellt, daB das Verhalten des Eiweibzuckers gegen- 
iiber verschiedenen kolorimetrischen Reaktionen durch die Behandlung 
mit Alkalien verandert wird. Fiihrt man z. B. an einer Plasmaprobe 
die Indolschwefelsaurereaktion nach Dische- Popper (13) aus, und zwai 
vor und nach halbstiindigem Kochen mit 10°, iger Kalilauge, so findet 
man keine wesentliche Anderung der Farbintensitat; wohl aber zeigt 
sich nach Behandlung mit Alkali eine Anderung im Verhalten bei der 
Reaktion nach Molisch in einer vom Verfasser modifizierten Form, die 
an einer anderen Stelle beschrieben werden wird, und zwar in dem 
Sinne, dab die Intensitat der Molisch-Reaktion nach der Behandlung 
mit Alkali sinkt. Diese Tatsache zeigt unzweideutig, dab durch die 
Einwirkung des Alkalis eine Anderung in der Struktur des Protein- 
zuckers eingetreten ist. Aus diesem Grunde wurde in dieser Unter- 
suchung der Sdurehydrolyse der Vorzug gegeben, und zwar wurde 
die Hydrolyse nicht an den isolierten Eiweibkérpern des Plasmas, 
sondern am Plasma selbst vorgenommen, weil man sich auf diese Weise 
die Erfahrungen Bierrys tiber die optimalen Bedingungen der Ab- 
spaltungen des EiweiBzuckers zunutze machen konnte. Das Plasma 
wurde vor der Hydrolyse der Dialyse unterworfen, damit die Unter- 
suchung durch die Anwesenheit des freien Plasmazuckers nicht 
kompliziert werde. Die Dialyse wurde in Faltendialysatoren vor- 
genommen, die aus kauflichem, dichtem Pergamentpapier hergestellt 
wurden. Da das gewohnliche Pergamentpapier kolloidale Kohlehydrate 
an das Wasser abgibt, wurden die Filter vor der Benutzung 5 bis 7 Tage 
in flieBendem Leitungswasser belassen, nach dieser Vorbehandlung 
gaben sie keine nennenswerten Mengen Kohlehydrate ab. 


Nach zahlreichen Vorversuchen wurde folgende Vorgangsweise 
eingehalten: 5 Liter Pferdeblutfluoridplasmas wurden unter Toluol- 
zusatz durch 7 Tage gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert, nach 
der Dialyse wurde dem Plasma, entsprechend der Vorschrift Bierrys. 
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. viel destilliertes Wasser hinzugefiigt, daB das gesamte Plasma im 
Verhaltnis 2:5 gegen das urspriingliche Volumen verdiinnt war; nun 
wurden 250 ccm konzentrierter Schwefelsdéure von spezifischem Ge- 
wicht 1,84 in kleinen Portionen unter starkem Umriihren hinzugefiigt, 
die Flissigkeit wurde dann durch eine halbe Stunde im Autoklaven 
bei 120° erhitzt. Die dunkel gefirbte Fliissigkeit wurde nach Ab- 
kiihlung mit einem Drittel ihres Volumens 20° ,iger Phosphorwolfram- 
siure versetzt, um die Hauptmasse der Eiweibhydrolyseprodukte zu 
entfernen. 


Nach Zusatz von Phosphorwolframsaure zum Plasmahydrolysat 
wurde das Gemenge tiber Nacht stehengelassen und am nachsten Tage 
iiber Blaubandfilter scharf abgenutscht; nun wurde die Phosphor- 
wolframsaiure entfernt. Dies geschah in der Weise, da® eine heibe 
gesiittigte Baryllésung so lange unter starkem Umriihren zum Filtrat 
hinzugefiigt wurde, bis die Flissigkeit auf Zusatz von Phenolphthalein 
eine schwachrosa Farbe zeigte, d.h. das py zwischen 8 bis 9 lag. 

Auf diesen Umstand muBte deswegen besonderes Gewicht gelegt 
werden, wei! ja die Glucose, Mannose und Fructose schon bei gew6éhnlicher 
Temperatur zum Teil ineinander iibergehen, wenn die Reaktion alkalisch 
ist. Es haben aber Michaelis und Rona seinerzeit gezeigt, daB, wenn das py 
unter 9 liegt, Glucoselésungen selbst bei 37° in 24 Stunden nicht die geringste 
Anderung ihres Drehungsvermégens aufweisen, d. h. unter diesen Umstanden 
die Umlagerung der Glucose in Mannose bzw. Fructose keinen bemerkbaren 
Grad erreicht. Andererseits reichte diese ganz schwache Alkalitét voll- 
kommen aus, um die geringen Mengen Phosphorwolframséure, die nach 
der Fallung des Plasmahydrolysates in Lésung blieben, vollkommen zu 
entfernen. Nachdem naémlich die mit heiBem Barytwasser gefallte Fliissigkeit 
iiber Blaubandfilter und Kieselgur vom ausgefallenen Bariumsulfat und 
Phosphorwolframat abfiltriert worden ist, zeigte sie auf Zusatz von ge- 
siittigtem Barytwasser nicht die geringste Triibung mehr. 

Nun wurde das ganze Filtrat mit Schwefelsaure bis zur deutlich 
gegen Lackmus sauren Reaktion versetzt, wobei sich die Fliissigkeit 
durch das ausfallende, vom iiberschiissigen Baryt herriihrende Barium- 
sulfat leicht triibte. Von dem Niederschlag wurde abfiltriert und die 
gesamte Fliissigkeit im Vakuum bei 15 bis 20 mm Druck stark eingeengt. 
Beim Einengen muBte man, bevor die Fliissigkeit zum Sieden kam, 
eine Zeitlang Luft durchleiten, da sonst die Fliissigkeit stark schaumte. 


Die stark eingeengte Flissigkeit wurde mit so viel konzentrierter 
Schwefelsiure versetzt, daB deren Gehalt 3°, betrug und wiederum 
mit dem halben Volumen 20°,iger Phosphorwolframsaure unter 
starkem Umriihren versetzt. Da die erste Phosphorwolframsaure- 
fallung nicht vollstandig war, so trat jetzt wiederum ein ziemlich starker 
Niederschlag auf; das ganze wurde iiber Nacht stehengelassen und am 
nichsten Tage dieselben Prozeduren wie nach der ersten Fillung mit 
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Phosphorwolframsaure ausgefiihrt. Die von Schwefelsaure und Phosphor 
wolframsaure sowie tiberschiissigem Baryt, wie oben, befreite Fliissig 
keit wurde wiederum im Vakuum bei 15 bis 20 mm Druck eingeengt 
und zwar so stark, dab sie etwa 30mal so konzentriert war als das 
urspriingliche Plasma. 

In dem eingeengten Destillationsriickstand wurde nun die redu 
zierende Substanz nach Bertrand bestimmt und die Fhissigkeit gegen 
Lackmus neutralisiert. Jetzt wurde zu 50cem Fliissigkeit, die, wie 
erwihnt, etwa 1!. Liter Plasma entsprachen, so viel kristallisiertes 
Natriumacetat und Phen ylhydrazinhydrochlorid hinzugefiigt, daB, wenn 
man die gesamte reduzierende Substanz als Glucose betrachtete, auf 
je ein Molekiil Glucose je ein Molekiil Natriumacetat und Phenylhy- 
drazinhydrochlorid entfielen. Nachdem sich Natriumacetat und 
Phenylhydrazinhydrochlorid gelést hatten, trat nach einigen Minuten 
bei Zimmertemperatur eine intensive Triibung auf. Unter dem 
Mikroskop zeigten sich massenhaft konzentrisch geschichtete fast farblose 
Kugeln, die den Eindruck kristallinischer Struktur machten; die Fliissig- 
keit wurde iiber Nacht im Eiskasten stehengelassen; es setzte sich ein 
voluminéser braunrétlich gefarbter Niederschlag ab, der, auf einer 
kleinen Glasnutsche abgenutscht, einige Male mit destilliertem Wasser 
nachgewaschen und durch 24 Stunden im Exsikkator getrocknet wurde. 
Die Rohausbeute betrug 1,2 g. Von allen Zuckerarten und ihnen ver- 
wandten Verbindungen geben nur die Mannose und die Glucuronsaure 
schon in der Kalte mit Phenylhydrazin Niederschlige, namlich die 
betreffenden Hydrazone. Das Hydrazon der Glucuronsaure ist aber 
in kaltem Aceton leicht léslich, wahrend dasjenige der Mannose nur 
sehr schwer léslich ist. Es wurde deshalb der erhaltene getrocknete 
Niederschlag zweimal mit kaltem Aceton verrieben. Dabei wurde der 
friiher braunrétliche Niederschlag hellgelb, er wurde abgenutscht, mit 
60°, igem Alkohol mehrmals nachgewaschen, sodann aus etwa 30 ccm 
stedenden 60° igen Alkohols umkristallisiert. Die sich aus dem erkaltenden 
Alkohol ausscheidenden Kristalle waren fast farblos, sie erschienen 
unter dem Mikroskop in Form von schénen farblosen rhombischen 
Tafeln, wie es fiir das Mannosephenylhydrazon charakteristisch ist. 
Sie wurden abgenutscht, mit 96°,igem kalten Alkohol und Ather 
gewaschen und getrocknet. Sie zeigten bei raschem Erhitzen einen 
Schmelzpunkt von 191° (unkorrigiert), nach nochmaligem Um- 
kristallisieren aus 60°,igem heiBen Alkohol war der Schmelzpunkt 
195° und blieb so auch nach nochmaliger Umkristallisation. Die in 
der Literatur fiir d-Mannosephenylhydrazon angegebenen Werte 
schwanken zwischen 195 und 200°. 

Die Elementaranalyse bestatigte die Annahme, daB es sich um 
Mannosephenylhydrazon handelt. 
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(Fiir die Ausfiihrung bin ich Herrn Dr. Friedrich, Assistenten des 
Instituts fiir medizinische Chemie in Wien, zu groBem Dank ver- 
pflichtet.) 

Mikroelementaranalyse des bei 100° im Vakuum tiber P,O,; getrockneten 
Mannosephenylhydrazons. 

1. 3,735 mg Substanz, 0,020 mg Asche, 2,250 mg H,O, 7,300 mg CQ,, 
das ist in Prozenten 

Gef.: C 53,5%, H 6.8%. 
Ber.: C 53,3 %, H 7,1%,. 

2. 4,505 mg Substanz, 0,025 mg Asche, 2,800 mg H,O, 8,810 mg COQ,, 

das ist in Prozenten 
Gef.: C 53,5%, H 
Ber.: C 53,3%, H 

3. 4,712 mg Substanz ergaben 0,420cem N bei 17°, 750mm Druck, 
das ist in Prozenten unter Beriicksichtigung des in den vorherigen Analysen 
gefundenen Aschengehalts : 

Gef.: 10,47%, Stickstoff, Ber.: 10,36 °,. 


4. Nicht vergirbarer Anteil des eiwei8gebundenen Plasmazuckers. 


War der mit Hilfe von Phenylhydrazin aus dem Plasma isolierte 
Kérper Mannosephenylhydrazon; so mubte noch festgestellt werden, 
um welche Form der Mannose es sich in diesem Fall handelt. Die Menge 
des Mannosephenylhydrazons reichte nicht aus, um eine geniigend 
genaue Bestimmung der optischen Drehung vorzunehmen. Es wurde 
deshalb der im Plasmahydrolysat vorhandene Zucker auf seine Ver- 
garbarkeit gepriift. Bei diesem Versuch konnte gleichzeitig festgestellt 
werden, ob die ganze im Plasmahydrolysat befindliche reduzierende 
Substanz zu den vergirbaren Zuckern gehért, oder ob noch daneben 
nicht vergarbare Stoffe sich befinden. ‘ 

Zu diesem Zweck wurde dialysiertes Plasma nach Saurehydrolyse 
und Ausfallung der Eiweibhydrolyseprodukte mit Phosphorwolfram- 
siure in der oben beschriebenen Weise im Vakuum eingeengt und in 
einer Probe die reduzierende Substanz nach Bertrand bestimmt. Ein 
Kubikzentimeter der eingeengten Fliissigkeit verbrauchte 7,55 ccm 
Permanganatlésung, entsprechend 36,9mg Glucose. Nun wurden 
10 cem der Fliissigkeit mit 4 g Prebhefe verrieben und 6 Stunden bei 
37° stehengelassen, die Hefe iiber Kieselgur abfiltriert; l ccm ver- 
brauchte jetzt 3,15 com Permanganat, entsprechend 14,9 mg Glucose. Um 
sich zu tiberzeugen, daB der nach 6stiindiger Garung zuriickgebliebene 
Kérper tatsichlich unvergirbar ist, wurde noch folgender Versuch 
ausgefiihrt: In der nach der Garung verbliebenen Flissigkeit wurde 
so viel Glucose gelist, als der verschwundenen Menge Zucker entsprach ; 
die so erhaltene Lésung von Glucose und des bei der ersten Garung 
zuriickgebliebenen Kérpers wurde mit Hefe vermischt und in einem 

Biochemische Zeitschrift Band 201. 6 
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Schrétterschen Garungsréhrehen in dem Brutschrank bei 37° stehen- 
gelassen. Die Gasentwicklung dauerte 6 Stunden. Nach dieser Zeit 
entwickelte sich kein Gas mehr. Nach Ablauf der siebenten Stunde 
wurde die Hefe wiederum itiber Kieselgur abfiltriert und im Filtrat 
die Reduktion nach Bertrand nochmals bestimmt. 1 ccm des Filtrats 
verbrauchte jetzt 2,55 ccm Permanganat, entsprechend 12 mg Glucos« 
Wurde die nach der ersten Vergarung erhaltene Fliissigkeit mit so viel 
kristallisiertem Natriumacetat und Phenylhydrazinhydrochlorid ver- 
setzt, daB, wenn die im Filtrat befindliche reduzierende Substanz 
Glucose wire, auf je 1 Mol Natriumacetat und Phenylhydrazinhydro- 
chlorid 1 Mol Glucose entfiele, so entstand nicht die geringste Triibung 
Damit erscheint es erwiesen, daB die gesamte im Plasmahydrolysat be- 
findliche Mannose d-Mannose ist, da nur diese vergdrbar ist. Der nach 
der Garung verbleibende reduzierende Kérper ist ebenfalls ein Zucker; 
wurde namlich die nach der Vergirung verbleibende Flissigkeit 
mit so viel Natriumacetat und Phenylhydrazinhydrochlorid versetzt 
daB auf 1 Mol der als Glucose betrachteten reduzierenden Substanz 
je 3 Mol Natriumacetat und 2 Mol Phenylhydrazinhydrochlorid entfiel, 
und eine halbe Stunde in siedendem Wasserbade erhitzt, so triibte 
sich die Fliissigkeit schon in der Warmé, und nach dem Abkiihlen schieden 
sich massenhaft zu Biischeln vereinigte feine gelbe Nadeln aus, die 
den Kristallen des Phenylglucosazons unter dem Mikroskop sehr ahnlich 
sahen. Uber die Natur dieses Kérpers kann noch vorliufig nichts 
Endgiiltiges ausgesagt werden. 


Die Feststellungen von Frankel und Jellinek (10), daB in den 
EiweiBk6rpern des Hiihnereies sich neben Mannose in etwa aquivalenter 
Menge Glucosamin findet, wiirden dafiir sprechen, daB es sich auch in 
diesem Falle um Glucosamin handelt. Diese Annahme wiirde die An- 

‘ 
gabe Bierrys erklaren, daB der gesamte durch Siurehydrolyse aus dem 
Plasma zu gewinnende Zucker vergarbar sei. Bierry fallt ja die Eiweib- 
hydrolyseprodukte mit Mercurinitrat; nun haben schon Newberg und 
Kerb (15) gezeigt, daB Quecksilbersalze + Soda Glucosamin fallen, 
Phosphorwolframsaure fallt dagegen das Glucosamin nicht. 

Deshalb zeigt auch das durch Saéure hydrolysierte Plasma weit gréBere 
Mengen an reduzierender Substanz, wenn man die Eiwei8hydrolyseprodukte 
mit Phosphorwolframséure ausfallt, als wenn man es mit Mercurinitrat 
tut, wie folgende zwei Versuche zeigen: 

1. 80cem eines durch 6 Tage dialysierten Plasmas wurden mit 
destilliertem Wasser auf 200ccem verdiinnt, mit 5cem konzentrierter 
Schwefelséure (spezifisches Gewicht 1,84) versetzt und eine halbe Stunde 
bei 120° im Autoklaven erhitzt, die Fliissigkeit wurde in zwei Portionen 
zu je 100 cem geteilt, Portion a) wurde mit 40 ccm einer 10° igen Lésung 
von Na,CO, neutralisiert, worauf 28ccem einer 40°,igen Mercurinitrat- 
lésung nach Patain in kleinen Portionen hinzugefiigt wurden, dann mit 
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°lcem einer 10°%,igen NaOQH-Lésung bis zur schwachen alkalischen Re- 
iktion versetzt, abfiltriert, Hg im Filtrat mit H,S entfernt, H,S durch 
Luftdurchleiten vertrieben; 40cem des Filtrats, entsprechend 8,4 cem 
les urspriinglichen Plasmas, verbrauchten bei der Bestimmung nach 
Bertrand 2,55 cem Permanganatlésung, gleich 24,25 mg Cu, gleich 11,98 mg 
Glucose. 

100 cem der Portion b) wurden mit 33 cem 20° iger Phosphorwolfram- 
siurelésung versetzt, tiber Nacht stehengelassen und filtriert. 93 cem des 
Filtrats wurden mit 151 ccm kalt gesattigter Barytlésung versetzt, wonach 
lie Fliissigkeit nach Zusatz von Phenolphthalein eine schwach rosa Farbung 
zeigte. 40cem des Filtrats, entsprechend 7,4ccm des urspriinglichen 
Plasmas, verbrauchen bei der Bestimmung nach Bertrand 2,125 cem Per- 
manganatlésung, gleich 20,02 mg Cu, gleich 9,8 mg Glucose. 

In dieser Art wurde noch an zwei weiteren dialysierten Pferdeplasmen 
die Menge reduzierender Substanz, die nach Séurehydrolyse im Autoklaven 
bei 120° frei wird, sowohl nach Fallung mit Mercurinitrat nach Patain, 
wie nach Fallung mit Phosphorwolframséure, bestimmt. Die folgende 
Tabelle enthalt die nach beiden Methoden in den drei Plasmaproben ge- 
fundenen Mengen an reduzierender Substanz als Glucose berechnet. 





Menge reduzierender Substanz als Glucose berechnet 
in °/9, getunden bei Enteiweifung 


nach Patain mit Phosphorwolframsaure 
| re 0,146 0,234 
a eee 5% 0,149 0,213 
~~ 0,130 0.205 


Fiir die Vermutung, dal} der neben Mannose vorhandene nicht 
vergarbare Zucker ein Aminozucker ist, spricht auch die Tatsache, 
daB er die charakteristischen Farbreaktionen der Kohlehydrate nicht 
gibt. Vergleicht man namlich in einem Plasmahydrolysat die nach 
Ausfallung der EiweiShydrolysevrodukte mit Phosphorwolframsaure 
mit Hilfe der Bertrand schen Methode feststellbare Menge an reduzierender 
Substanz mit der nach der Methode von Dische-Popper kolorimetrisch 
festgestellten Menge (wobei bei der kolorimetrischen Bestimmung 
man sich einer Mannoselésung als Standard bedienen mub), so zeigt 
es sich, daB die Reduktionswerte bis zu 50°, héher sind als die kolo- 
rimetrisch festgestellten Werte, wie der folgende Versuch zeigt: 

In einem durch 3°,ige Schwefelséiure bei 120° im Autoklaven hydro- 
lysierten Plasma wurden nach Entfernung der Eiwei8produkte mit Phosphor- 
wolframsaéure und Einengung auf das 30fache des urspriinglichen Plasma- 
volumens in 1 cem nach Bertrand 36,9 mg Glucose gefunden oder, auf das 
urspriingliche Volumen umgerechnet, 0,123°, reduzierender Substanz 
als Glucose berechnet. Dieselbe Fliissigkeit zeigte nach Verdiinnung im 
Verhaltnis 1: 100, mit einer Mannoselésung als Standard kolorimetrisch 
nach Dische- Popper verglichen, 20,6 mg-°, Mannose oder, auf das urspriing- 
liche Plasmavolumen umgerechnet, 0,69°, reduzierender Substanz. 

Es ergibt sich somit, daB ein Teil der reduzierenden Substanz die 
Indolschwefelséurereaktion nicht gibt. Auf Grund aller dieser Cbherlegungen 


6* 
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wurde der Versuch gemacht, den nicht vergirbaren Zucker in Form cd: 
Verbindung mit Phenylisocyanat nach Steudel abzuscheiden. Dieser Versuc! 
miBlang jedoch; nach tropfenweisem Zusatz unter Kiihlung von Pheny! 
isocyanat bei schwach alkalischer Reaktion zu einem durch Phosphor 
wolframséure enteiweiBten und stark eingeengten Plasmahydrolysat 
schied sich im Laufe von einigen Stunden ein amorpher weiBer Niederschlag 
ab, der, abfiltriert und eine Stunde im kochenden Wasserbad mit 20 ©,ige: 
Essigséure erhitzt, nach nochmaligem Abfiltrieren aus siedendem Alkoho! 
umkristallisiert wurde; unter dem Mikroskop erschien der Niederschlay 
in Form von sehr langen, feinen, farblosen, zu Biischeln angeordneter 
Nadeln, die nach nochmaligem Umkristallisieren den Schmelzpunkt 239 
(unkorrigiert) zeigten. Auf Grund der Kristallform und des Schmelzpunktes 
erscheint es héchst wahrscheinlich, da8 es sich um Diphenylharnstoff 
handelt, der bekanntlich bei Zersetzung des Phenylisocyanats durc! 
Wasser entsteht. Steudel gibt an, da’ auch bei Hydrolyse von Pseudo- 
mucin mit verdiinnter Saéure das darin befindliche Glucosamin in einer 
Form erscheint, die durch Phenylisocyanat nicht nachgewiesen werden 
kann. Mdglicherweise liegen die Verhialtnisse bei den Plasmaeiweil 
kérpern ahnlich; erst durch Hydrolyse mit konzentrierter Séure kénnte 
das Glucosamin, wie Steudel fiir Pseudomucin gezeigt hat, in eine solche 
Form gebracht werden, daB es mit Phenylisocyanat leicht Kondensations- 
produkte gibt. 

Es blieb noch die Frage zu entscheiden, ob der vergarbare Teil 
der an die Eiweibkérper des Plasmas gebundenen Kohlehydrate aus 
d-Mannose bestehe, oder ob nicht daneben noch andere vergdrbare Zucker, 
etwa d-Glucose, sich befanden. Dieser Nachweis erschien schwierig, 
denn es befindet sich ja in Plasmahydrolysaten neben Mannose noch 
ein unvergirbarer Zucker, der z. B. mit Phenylhydrazin ein Osazon 
liefert. Eine Lésung dieser Frage konnte aber auf folgendem ein- 
fachen Wege erhalten werden. Schon bei Besprechung der Arbeiten 
von Glassmann wurde gezeigt, dab die Mannose und andere Zucker 
die Resorcinsalzsiurereaktion in viel starkerem Grade geben als die 
Glucose. Ich habe nun gefunden, da8 bei sehr vielen Farbreaktionen 
der Kohlehydrate ein sehr grober Unterschied besteht zwischen den 
einzelnen Zuckerarten in der Intensitaét, mit der sie die betreffenden 
Reaktionen aufweisen. So zeigt z. B. bei der Reaktion mii Indol und 
Schwefelsiure die Mannose nur 70°, der Farbung, die die Glucose 
aufweist. Bei einer von mir angegebenen Modifikation der Molisch- 
Reaktion gibt die Mannose sogar nur 40°,, der Farbung der Glucose. 
Sonst sind die Farbintensitaten bei beiden Reaktionen der Konzentration 
des betreffenden Zuckers proportional. Dieses Verhalten verschiedener 
Zuckerarten kann dazu verhelfen, die Frage zu entscheiden, ob in 
einer Lésung nur ein oder mehrere Zucker sich befanden. Wissen 
wir z. B., daB in einer Liésung sich Mannose befindet, und wollen wir 
die Frage entscheiden, ob neben der Mannose noch etwa Glucose oder 
ein anderer Zucker vorhanden ist, so verfahren wir folgendermaben: 
Wir fiihren zunachst in der betreffenden Lésung eine der Farbreaktionen, 
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etwa die Indolschwefelsdurereaktion, aus und vergleichen die dabei 
auftretende Farbe auf ihre Intensitat mit einer Glucose- oder Mannose- 
\osung bekannter Konzentration. Dasselbe fiihren wir mit einer anderen 
Farbreaktion, z. B. der Naphtholreaktion, aus. Befindet sich in der 
Lisung nur ein Zucker, so muBb der Wert der Farbintensitat, den wir 
durch Vergleich mit der Lésung eben dieses Zuckers bekannter Kon- 
zentration erhalten haben, bei beiden Reaktionen derselbe sein. Ist 
aber neben diesem Zucker, den wir als Standard beim Vergleich benutzt 
haben, noch ein anderer vorhanden, so werden die beiden mit Hilfe 
der zwei Reaktionen erhaltenen Werte nicht tibereinstimmen. Enthalt 
z. B. eine Lésung je '),,.°., Glucose und Mannose, so wird sie beim Vergleich 
mit einer 0.2 °,igen Lésung von reiner Mannose bei der Indolschwefel- 
siurereaktion eine Farbung aufweisen, wie wenn sie 0,1 + 10/7 & 0.1 
Manncse enthielte, gleich 0.24°,, Mannose; bei der Naphtholreaktion 
dagegen wird sie eine Firbung aufweisen, wie wenn sie 0,1 — 10,4 « 0.1 

0.35°,, Mannose enthielte. Die Lésung also, die das Gemisch von 
Mannose und Glucose enthalt, wird beim Vergleich mit einem Mannose- 
standard bei der Naphtholreaktion um 50°, starker erscheinen als 
bei der Indolschwefelsdurereaktion. Nach diesem Prinzip wurde nun 
ein Plasmahydrolysat nach Ausfallung der EiweiBhydrolyseprodukte 
mit Phosphorwolframsaiure mit Hilfe verschiedener Farbreaktionen 
untersucht, und es zeigte sich, dab beim Vergleich mit emer reinen 
Mannoselisung bei drei verschiedenen Farbreaktionen dieselben Farb- 
intensitiiten, am Standard gemessen, gefunden wurden; es erscheint 
somit auBerordentlich wahrscheinlich, dap in dem vergirbaren Teil des 
gebundenen Plasmazuckers neben d- Mannose keine nennenswerten Mengen 
anderer Zucker vorkommen. 


Auf Grund der hier beschriebenen, von der der Glucose ver- 
schiedenen Reaktionsfihigkeit der Mannose und anderer Zucker bei 
verschiedenen Farbreaktjonen habe ich eine kolorimetrische Mikro- 
bestimmung sowohl der freien wie der an Eiweibkérper gebundenen 
Mannose, sowie anderer Hexosen, die sich neben Glucose in Lésung 
befindet, ausgearbeitet, die an anderer Stelle mitgeteilt werden wird. 


Zusammenfassung. 


1. Es werden die Ansichten von Bierry und B. Glassmann iiber 
die Natur des BluteiweiBzuckers und die Methode seiner Bestimmung 
einer Kritik unterzogen und auf die Mangel der Glassmannschen 
Arbeiten hingewiesen. 


2. Aus dem dialysierten, nach Bierry durch 3°,ige Schwefelsiure 
bei 120° im Autoklaven hydrolysierten Pferdeplasma wurde nach 
Entfernung der EiweiShydrolyseprodukte mit Phosphorwolframsaure 
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und starker Einengung des Filtrats durch Hinzufiigen von kristalli 
siertem Natriumacetat und Phenylhydrazinhydrochlorid ein in der 
Kalte ausfallender Kérper gewonnen, der durch Kristallform, Schmelz 
punkt und Elementaranalyse als ein Mannosephenylhydrazon identi- 
fiziert wurde. 

3. Die gesamte an Plasmaeiweibkérper gebundene Mannose ist 
mit Hefe vergdrbar, ist also d-Mannose. 

4. Neben der Mannose gibt es keinen an PlasmaeiweiBkérper 
gebundenen vergirbaren Zucker in wesentlicher Menge. 


5. AuBer der Mannose enthalten die Plasmaeiweibkérper noch 
einen zweiten, aber nicht vergirbaren Zucker, der bei gewissen Reaktionen 
ein dem Glucosamin ahnliches Verhalten aufweist. Eine einwandfreie 
Identifizierung ist vorlaufig noch nicht gelungen. Die Menge dieses 
Zuckers ist ungefahr so groB wie diejenige der Mannose. 


6. Die gesamten Kohlehydrate des Pferdeblutplasmas kénnen 
ihrer Menge nach auf rund 0,3°, geschitzt werden, wovon nur 0,08 
bis 0,11°%, auf den gewéhnlichen freien Blutzucker entfallen, der an 
EiweiB gebundene, nicht dialysable Zuckerrest diirfte sich ungefahr 
zu gleichen Teilen auf d-Mannose und ein anderes nicht vergirbares 
Kohlehydrat_ verteilen. 
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Theoretisches und Praktisches iiber Apparate, 
in denen man die Menge eines im Apparate entwickelten 
Gases an der Héhe miGt, zu welcher eine Sperrfliissigkeit 
durch das Gas emporgetrieben wird. 


Von 
Max Schlesinger. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 14. Juli 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Um Gase, die bei gewissen Vorgiingen in Freiheit gesetzt werden, 
zu bestimmen, wendet man fiir gewOhnlich Apparate an, in denen 
entweder das Volumen der Gase bei atmosphirischem Druck, oder aber 
ihr Partialdruck bei einem bestimmten Volumen unmittelbar gemessen 
wird, also in beiden Fillen GréBen, welche mit der zu bestimmenden 
Gasmenge in einfachstem Zusammenhang stehen. Wesentlich unter- 
scheiden sich von obigen einige besonders zu biochemischen Zwecken 
benutzte Apparate, wie die verschiedenen Garungssaccharimeter, 
darunter das Lohnsteinsche, ferner die von Partos und Aszdédi an- 
gegebenen Apparate zur Bestimmung des Harnstoffs. Bei diesen drangt 
das entwickelte Gas eine Sperrfliissigkeit in ein vertikales Steigrohr, 
wodurch gleichzeitig das Volumen des Gasraumes zunimmt und der 
Druck in demselben ansteigt. Hier besteht also zwischen der un- 
mittelbar zur Messung gelangenden GréBe — der Niveauanderung der 
Sperrfliissigkeit im Steigrohr — und der Menge des entwickelten Gases 
ein komplizierterer Zusammenhang; insbesondere werden die Niveau- 
anderungen im allgemeinen nicht proportional den Gasmengen sein. 
Die bei diesen Apparaten herrschenden Zusammenhange zu beschreiben 
und aus ihrer Kenntnis Lehren fiir die praktische Anwendung zu ziehen, 
ist der Zweck der vorliegenden Arbeit. 
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Den AnstoB zu den hier mitgeteilten Uberlegungen gab mir ein 
Anregung des Herrn Universitaétsadjunkten Dr. Zoltdn Aszdédi, i: 
Gemeinschaft mit ihm, durch Verwendung eines seinem Himocar) 
amidometer! ahnlichen Apparates, eine einfache Methode zur Be 
stimmung der Bicarbonate im Blutplasma auszuarbeiten, eine Aufgabe 
welche wir seitdem mit Hilfe der in vorliegender Arbeit entwickelten 
Prinzipien ausgefiihrt haben. DaB ich die Cherlegungen, welche zu 
diesen Prinzipien fiihrten, hier fiir sich und in allgemeiner Form mitteile 
geschieht teils aus dem Grunde, weil ich glaube, daB vielleicht diese 
Betrachtungen an sich manchen, der einen ahnlichen Apparat benutzt 
interessieren kénnten ; hauptsichlich aber, weil sie erméglichen, Apparate 
(allerdings nur zur Bestimmung nicht zu groBer Mengen von Kohlen- 
siiure) herzustellen, bei welchen die Niveauinderung der Sperrfliissig- 
keit — im praktischen Sinne des Wortes — proportional ist der ent- 
wickelten Gasmenge. und bei welchen die empirische Kalibrierung 
durch eine viel bequemere Berechnung ersetzt werden kann — Vorteile 
welche vielleicht dazu anregen kénnen, noch weitere gasometrische 
Bestimmungsmethoden durch Verwendurg derartiger Apparate leichter 
und einfacher ausfiihrbar zu gestalten. 

In unseren Erérterungen wollen wir folgende Reihenfolge ein- 
halten: 

In Abschnitt A leiten wir die Formel ab, welche den Zusammen 
hang zwischen der Niveaudinderung der Sperrfliissigkeit und der Menge 
des entwickelten Gases ausdriickt. Auf Grund dieser Formel erértern wir 

in Abschnitt B, wie die Empfindlichkeit des Apparates, und 

in Abschnitt C, wie die Abweichung von der Proportionalitat zwischen 
Niveauanderung und Gasmenge von der Dimensionierung des Apparats 
beeinfluBt wird. 

In Abschnitt D behandeln wir allgemein die praktische Anwendbar- 
keit unserer Ergebnisse, und nachdem wir 

in Abschnitt E noch einige bis dalhiin vernachlassigte Faktoren in 
Rechnung gezogen haben, geben wir 

in Abschnitt F die zweckmaBigste Art an, Apparate, in denen die 
Steighéhe der Gasmenge praktisch proportional ist, herzustellen und 
die mit ihrer Hilfe ausgefiihrten Bestimmungen zu berechnen. 

Dann beschaftigen wir uns noch in einem 

Anhang I mit dem Einflu8 wahrend des Versuchs eintretender 
Luftdruck- und Temperaturainderungen, und in einem 

Anhang II mit den Fehlerqueilen, die bei unseren Apparaten 
hauptsachlich in Frage kommen. 


' Diese Zeitschr. 184, 546, 1922. 
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A. Ableitung der Forme! fiir die Menge des entwickelten Gases. 


Der Apparat, auf den sich unsere Erérterungen unmittelbar beziehen, 
t im wesentlichen ein U-Rohr, dessen Schenkel bis zu einer gewissen 
Hohe mit Quecksilber als Sperrfliissigkeit gefiillt sind. Der langere, offene 
Schenkel, mit einer Teilung versehen, stellt das Steigrohr dar, der kurze, 
erschlieBbare, ist zu dem Reaktionsgefa8 erweitert. In diesem wird die 
u untersuchende Fliissigkeit unmittelbar tiber das Quecksilber geschichtet 
nd auf geeignete Weise das zur Gasentwicklung nétige Reagens hinzu- 
gefiigt '. 

Das gesamte Volumen der Versuchsfliissigkeit (zu untersuchende 
Losung plus Reagens) bezeichnen wir mit @. Uber dieser befindet sich im 
verschlossenen ReaktionsgefaB ein freier Raum, dessen Volumen im Augen- 
blick des Reaktionsbeginns, da also noch kein neu entwickeltes Gas hinzutrat, 
wir enennen. In diesem Augenblick ist der im bloB von Luft und Wasser- 
dampf erfiillten Gasraum herrschende Druck noch gleich dem aéuberen 
Luftdruck 6. Der Partialdruck des Wasserdampfes ist gleich dem Dampt- 
druek der Versuchsfliissigkeit 2, der Partialdruck der Luft daher (b %)*, 


Setzt nun die Bildung des Gases ein, so tritt ein Teil desselben in den 
Gasraum tiber. Der Druck in demselben wird erhéht und dementsprechend 
Quecksilber aus dem ReaktionsgefaB in das Steigrohr hiniiber- und dort 
emporgetrieben; dabei wird selbstverstaéndlich der Gasraum um das 
Volumen des verdrangten Quecksilbers vergréBert. Der Ubertritt des Gases 
und damit das Ansteigen des Quecksilbers im Steigrohr dauert so lange an, 
bis der Partialdruck des Gases im Raume itiber der Fliissigkeit so weit ge- 
stiegen bzw. dessen Konzentration innerhalb der Fliissigkeit so weit ge- 
sunken ist, daB das Verhaltnis von Partialdruck und Konzentration dem 
Henryschen Verteilungsgesetz entspricht. 


Dieses Gleichgewicht sei bei einem Quecksilberanstieg um sem er- 
reicht. Der im Gasraum nun herrschende, in Zentimeter Quecksilber 
gemessene Druck ist also gleich (6 + sv). Das Volumen des gegen das Steig- 
rohr abgetriebenen Quecksilbers, daher auch der Volumenzuwachs des 
Gasraumes ist (wenn g den lichten Querschnitt des Steigrohres bedeutet) ¢ 4; 
das neue Volumen des Gasraumes ist daher (v + qu). Der Partialdruck 
des Wasserdampfes ist unverandert gleich 2. Der Partialdruck der Luft 
ist entsprechend dem Boyleschen Gesetz in demselben Verhaltnis kleiner 
als sein urspriinglicher Wert (b — 2) geworden, in dem das Volumen des 
Gasraums zugenommen hat; sein Wert ist also 

(b— 2) 7 ee, . 
he os q “a 

Nunmehr kénnen wir die Menge des entwickelten Gases, worunter 
wir dessen auf 0° und 76,0 cem Quecksilber reduziertes Volumen verstehen, 
leicht berechnen. Sie setzt sich aus dem in den Gasraum iibergetretenen 
und dem in der Fliissigkeit gelést gebliebenen Anteil zusammen. Wenn P 
den Partialdruck des entwickelten Gases und C dessen Ostwaldschen Ab- 


1 Siehe Absatz 1 in Anhang II. 

* Siehe Absatz 2 und 3 in Anhang II. 

** Beziiglich der in diesem Absatz gemachten Vernachlassigungen 
siehe Abschnitt E. 
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sorptionskoeffizienten fiir die Versuchsfliissigkeit bezeichnet, so betrag 
PC Pi(v+ qu) 

= g und der erste =— q 

76 (1 + at) 76 (1 at 

daher die gesamte Gasmenge, die wir V nennen: 

 Pw+quat+C) 


76 (1 + at) 





der letztere Teil bekanntlich 


rs 


Den Wert von P aber erhalten wir leicht aus den Angaben des vorigen 
Absatzes, da wir wissen, daB die Summe der Partialdrucke in einem Gas 
gemisch gleich dem tatsachlich herrschenden Druck sein muB. Es ist also 
ax + (b— x) : +P=—b+4z, 
| q a“ 
daher 


P b+u—a—(b—2)- 4 ; (1) 


v+q4 
Diesen Ausdruck formen wir zweckmaBig etwas um: 
v (b—-a)qu 
| = at b 1! ° 
v+qsu v+qse 
Hieraus ist auch zu ersehen, da der Partialdruck des neu entwickelten 
Gases gréBer ist als die durch den Quecksilberanstieg im Steigrohr an- 


P= s+ [@—=)-—@- a) 


gezeigte Druckzunahme, und zwar um einen Betrag gréBer, der — mit 
der Vergré8erung des Gasraumes in Zusammenhang stehend — gleich ist 


der Abnahme des Partialdruckes der Luft. Fiir die Menge des entwickelten 
Gases aber kénnen wir schreiben: 


V [a .o- “anes eet Cg 


— a (2) 
vu+qu 76(1 + at) 


Durch diese Formel wird der gesuchte Zusarmmenhang zwischen der Steig- 
héhe des Quecksilbers und der Menge des entwickelten Gases ausgedriickt. 


B. Die Empfindlichkeit des Apparats. 


Unsere nichste Aufgabe ist, zu untersuchen, wie die Empfindlichkeit 
des Apparats von dessen Dimensionen abhangt. Und zwar miissen wir, 
wie ein Blick auf Gleichung (2) lehrt, den EinfluB kennenlernen, den der 
lichte Querschnitt des Steigrohres (¢) und das Anfangsvolumen des freien 
Gasraumes im ReaktionsgefaB (7) dessen GréBe von der Menge des als 
Sperrfliissigkeit verwendeten Quecksilbers abhangt sowie die Menge 
der gebrauchten Versuchsfliissigkeit (g) auf die Empfindlichkeit haben. 

Die Empfindlichkeit des Apparats ist um so gréBer, ein je héherer 
Quecksilberanstieg einer je geringeren Gasmenge entspricht. Der Quotient 
Steighéhe u 


——_——, also —, stellt somit ein MaB der Empfindlichkeit dar?. Diesen 
Casmenge v 


' Da wie wir sehen werden — die Empfindlichkeit von der Steig 
héhe (daher auch von der Gasmenge) nicht unabhangig ist, ware es formell 
richtiger, dieselbe durch den Differentialquotienten da dv zu definieren; 
niv bzw. Ep (siehe einige Zeilen weiter!) ist jedoch fiir unsere Unter- 
suchungen viel geeigneter, einerseits, weil der entsprechende Ausdruck 
viel einfacher ist, andererseits, weil er in unmittelbarem Zusammenhange 
mit dem Werte steht, welchen wir 8S. 98 Apparatkonstante nennen. 
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Quotienten hatten wir durch die im vorigen Absatz aufgezaihlten Faktoren 
iszudriicken und dann den EinfluB jedes einzelnen Faktors auf den Wert 
ies erhaltenen Ausdrucks zu bestimmen. Aus ZweckmaBigkeitsgriinden 
gen wir aber unseren Untersuchungen einen Ausdruck zugrunde, welcher 
m Quotienten «/v umgekehrt proportional ist. Wir nennen diesen Ausdruck 
rp. weil er ein reziprokes MaB fiir die Empfindlichkeit ist: nimmt sein 
Wert zu, so sinkt die Empfindlichkeit, und umgekehrt. Wir erhalten Ep 
lurch Umformung von Gleichung (2), die wir nach Multiplikation mit 


76 (1 + at) und Division durch y schreiben: 
™ V (b—2)q . » 
+} y+ 4 ¢ J : 
76(1 + at) 1+ 7 wide qu 7) Ey, (3) 


und nach Ausfiihrung der Multiplikation: 
Cy (b—=)q 
vu+qu 


E, = v+qat+(b—a)q+C¢+ (4) 

Wir sehen, da®B der Ausdruck fiir Ep die Hohe des Quecksilber- 
anstiegs w enthalt. Dies bedeutet, daB die Empfindlichkeit fiir verschiedene 
Steighéhen, oder klarer ausgedriickt — fiir Ablesungen, die in ver- 
schiedener Héhe iiber dem Nullstande des Quecksilbers gemacht werden, 
eine verschiedene ist. Im strengen Sinne diirfen wir daher nicht von der 
Empfindlichkeit des Apparats schlechthin sprechen, sondern nur von einer 
Empfindlichkeit in irgendeiner gegebenen Héhe yu iiber dem Nullniveau. 

Der Einflu8B von q und 9g auf Ep laBt sich aus Gleichung (4) unmittelbar 
ablesen. Mit beiden GréBen nehmen alle Glieder des Ausdrucks fiir Ep, 
in denen sie enthalten sind, und daher auch der Wert von Ep selbst zu, 
und zwar unabhangig von dem Werte der iibrigen GréBen, insbesondere 
auch dem von mw. Durch Verringerung des lichten Steigrohrquerschnitts 
und der verwendeten Menge von Versuchsfliissigkeit wird daher die 
Empfindlichkeit unter allen Umstanden gréBer, und zwar lings des ganzen 
Steigrohres. 

Um den Einflu8 von v auf den Wert von Ep kennenzulernen, unter- 
suchen wir, ob Ep, als Funktion der einzigen Variablen v betrachtet, bei 
irgend einem Werte von v einen extremen Wert, ein Maximum oder Minimum 
besitzt. Zu diesem Behufe differentiieren wir Ep nach v und erhalten: 


dE, (b—ajyqCy 


(5) 
dv : (v+qua) 


Setzen wir nun den auf der rechten Seite befindlichen Ausdruck gleich 
Null und lésen die erhaltene Gleichung nach v auf, so finden wir als ihre 
beiden Wurzeln : 


v; Vib—aqgCo—aQu; V» —\Vib—2z)qC¢—au. (6) 


Fiir beide so erhaltenen Werte wird der Differentialquotient von Lp gleich 
Null, daher kann Ep selbst einen extremen Wert haben; doch hat v, 
ein negatives Volumen keinen physikalischen Sinn, so da fiir uns nur 
v, in Betracht kommt. Bilden wir den zweiten Differentialquotienten von 
Ep nach v, so erhalten wir ° 

PE, d , (b—=a)qCqg|  2(b—xz)qCy 7) 
dy? dv [ (v+qu)* | (v+qu) : 
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Da der zweite Differentialquotient fiir alle (positiven) Werte von v, dahy 
auch fiir v, positiv und endlich ist, wird Ep bei dem Werte v, ein Minimun 
Durch Verringerung des Gasraumvolumens wird daher die Empfindlichkeit 
in einer Hohe y« nur so lange gesteigert, bis der Wert v, erreicht ist; dure! 
eine weitere Verringerung nimmt die Empfindlichkeit wieder ab. 


Um bei gegebener Menge der Versuchsfliissigkeit und gegebenem 


lichten Steigrohrquerschnitt in der Héhe y« die gréBtmégliche Empfindlic] 
keit zu erreichen, haben wir das Volumen des Gasraumes gleich 


v Vo— 1) qCq —qu 8) 


zu wahlen', 


C. Die Abweichung von der Proportionalitit. 


Proportionalitét zwischen der Steighéhe des Quecksilbers und de) 
Menge des entwickelten Gases wiirde bestehen, wenn das Verhaltnis von 
Steighéhe zu Gasmenge — der Quotient «/v — konstant ware, also wenn 
die Empfindlichkeit des Apparats die gleiche ware fiir Ablesungen in jede: 
Hohe iiber dem Anfangsniveau. Wenn die Empfindlichkeit fiir zunehmend: 
Hoéhen abnimmt, so wiachst die Steighéhe langsamer, wenn die Empfindlich 
keit zunimmt, wachst die Steighéhe rascher als der Gasmenge proportional ; 
die Abweichung von der Proportionalitaét ist um so gréBer, je schnelle: 
sich die Empfindlichkeit mit der Héhe andert. Uber das Verhalten des 
Zusammenhangs zwischen Steighéhe und Gasmenge zur Proportionalitat 


erhalten wir daher vollen AufschluB, wenn wir erfahren, wie sich die 


Empfindlichkeit fiir Ablesungen in zunehmender Hohe andert. Zu diesem 
Zwecke haben wir den Verlauf von /p als Funktion der einzigen Variablen ju 
zu untersuchen. 

Wir bilden zunachst den ersten Differentialquotienten von Ep nach p, 
der bekanntlich angibt, wie rasch sich Ep mit uw andert, also das MaB der 
Abweichung von der Proportionalitét darstellt. Wir erhalten 

dE, ; (b—a)gCy 
du d (v+qs)* 
Wir setzen die rechte Seite gleich Null, lésen die erhaltene Gleichung 
nach sw auf und finden so fiir ihre beiden Wurzeln: 
\ib—ayqCg—v —\ib—az)qCyg—v 
fy >; . (10) 
q ' q 

' DaB der Differentialquotient von Ep nach v bei dem Werte v, gleich 
Null wird, bedeutet, daB eine kleine Anderung des Gasraumvolumens die 
Empfindlichkeit in der Héhe « tiberhaupt nicht beriihrt, wenn das Volumen 





des Gasraumes gleich | (b — 2) ¢ C g¢ qu war. Dies ist auch praktisch 
von Bedeutung, da Anderungen des Gasraumvolumens — z. B. durch 
Verlust von Quecksilber bei der Reinigung des Apparats — leicht vorkommen 
kénnen. Andererseits wird die Empfindlichkeit mit v um so rascher ab- 
nehmen, je weiter wir uns von dem Werte v, entfernen. Daraus, daB der 


on : y 
~~ fiir kleine Werte von v sehr groB werden kann, 
v2 


Ausdruck (7) fiir 7 


laBt sich voraussehen, daB die Empfindlichkeit besonders rasch abnimmt, 
wenn man v stark unter v, vermindert. Dies geht auch aus der Tabelle 
auf S. 96 hervor. 





~ a > *» 





er 


ic} 


4) 








Theoretisches und Praktisches iiber GasmeBapparate. 93 


m welchen aber nur y, physikalischen Sinn besitzt'. Bilden wir noch 
n zweiten Differentialquotienten von Ep nach su 
PE, 2(b—a) gly 
: (11) 
du (v+qua)s 

» sehen wir, daB dieser fiir alle physikalisch méglichen Werte von su positiv 
md endlich ist. Ep besitzt daher auch als Funktion von s« ein Minimum, 
ind zwar bei dem Werte ,,. 


Auf Grund obiger Ergebnisse kénnen wir den Verlauf von Ep als 
Funktion von ys folgendermaBen beschreiben: der Wert von Ep nimmt 
mit zunehmenden Werten von y so lange ab, bis ~ den Wert ,, erreicht, 
und nimmt zu, sobald yu diesen Wert iiberschritten hat; der Wert von Ep 
indert sich mit zunehmenden Werten von s« um so langsamer, je néher 
u an #, herankommt, dndert sich gar nicht, wahrend sv in unmittelbare: 
Nahe von yg, verléuft und aéndert sich um so rascher, je mehr sich # von jy 
wieder entfernt. 


Die Rechnung, auf deren Grund wir zur Kenntnis des eben beschriebenen 
Verlaufs von Ep gelangten, enthielt keine einschrankende Annahme 
beziiglich der Dimensionen des Apparats; der geschilderte Verlauf ist 
demnach fiir jeden Apparat giiltig. Doch bezieht sich der ganze geschilderte 
Verlauf von Ep auf den Fall, daB uw die ganze Reihe seiner physikalisch 
méglichen Werte durchléiuft. Bei den Apparaten aber, wie sie tatsichlich 
angefertigt werden, andert sich « immer nur zwischen verhiltnismaéBig 
engen Grenzen, und zwar zwischen dem Anfangsniveau des Quecksilbers, 
also der Héhe Null und dem héchsten Punkte der Steigrohrteilung, dessen 
Héhe wir mit @ bezeichnen. Demgema8 ist auch an einem solchen Apparat 
immer nur ein kleiner Abschnitt des geschilderten Verlaufs von Ep ver- 
wirklicht, und zwar der Abschnitt, der sich auf die zwischen Null und a 
liegenden Werte von yu bezieht. Aus welchem Teil des ganzen Verlaufs 
der tatsiéchlich verwirklichte Abschnitt herausgeschnitten ist, erfahren 
wir fiir jeden Apparat von gegebenen Dimensionen leicht, wenn wir mit 
Hilfe der Gleichung (10) den Wert von a, berechnen. Erhalten wir fiir ~, 
eine negative Zahl, so bedeutet das, da yw, unter dem Anfangsniveau des 
Quecksilbers liegt, daB also schon am Anfangspunkt das Minimum von Ep 
iiberschritten ist. Wenn der Wert von a, gréBer ist als a, so heiBt dies, 
daB Ep, langs des ganzen Steigrohres seinem Minimum zustrebt, es aber 
nicht erreicht. Nur wenn der Wert von ys, zwischen Null und a liegt, ist 
ein dem allgemeinen dhnlicher Ve-lauf von Ep tatsécalich verwirklicht. 

t 


Es wird also je nach den Dimensionen des Apparats bzw. je nach 
dem Verhialtnis seiner Dimensionen die Abweichung von der Pro- 
portionalitat zwischen Steighédhe und Gasmenge verschiedene Stéarke 


1 Ein negativer Wert von ys hat die physikalische Bedeutung einer 
Senkung des Quecksilberniveaus. Auch eine solche ist im Widerspruch 
mit unseren Voraussetzungen; wir behandeln ja nur den Fall einer Gas- 
entwicklung, wahrend eine Niveausenkung nur durch Gasabsorption er- 
folgen kann. Physikalisch ohne Sinn wird aber erst ein so hoher negativer 
Wert von x, fiir welchen (v + qu) — also das Volumen des Gasraumes 
am Ende des Versuchs negativ wiirde; dies wire aber bei p, der Fall, 


denn nach (10) ist v + q MW, — Vio m)qCg. 
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und verschiedene Richtung besitzen. Und zwar wird der Apparat sic} 
beziiglich der Richtung der Abweichung auf eine der folgenden drei Arten 
verhalten. 
1. Ist die relative GréBe von q, v und ¢ so, daB 
\(b—a)qCg—v 
q 

ist, so nimmt die Empfindlichkeit mit zunehmender Hohe ab, die Steighél. 
andert sich langsamer, als der Gasmenge proportional. Eine direkte Skala 
fiir die Gasmenge, an welcher der Abstand zweier Teilstriche immer die 
gleiche Gasmengendifferenz bedeutet, wiirde also den auf unserer Abb. |* 
mit a bezeichneten Typus besitzen. 


< 0 


2. Ist 


Vib— a) qCg—v. 
q 
so nimmt die Empfindlichkeit mit der Héh« 
iiber dem Nullstande zu, die Steighdh« 
andert sich schneller, als der Gasmeng: 
proportional. Eine Skala hatte die mit 4 
bezeichnete Form. 
3. Ist 


> a, 


é< }ib -m)qCg— = 
qd 
so nimmt die Empfindlichkeit bis zu einen 
gewissen Punkte mit der Héhe zu, von 
diesem an wieder ab. Eine Skala ware 
vom Typus der mit ec bezeichneten. 
Praktisch viel wichtiger als die Frage 
nach der Richtung ist die nach der Stark 
des Abweichens von der Proportionalitat 
Diesbeziiglich kénnen wir folgendes aus- 
sagen: 





Was den EinfluB der absoluten GréBe der einzelnen Faktoren anbelangt. 
ist nur g von eindeutiger Wirkung; mit g erscheint namlich — wie aus 
Gleichung (9) hervorgeht — der ganze. Ausdruck fiir den Differential! 
quotienten dEp/du, den wir als das Ma®B der Abweichung von der Pro 
portionalitét bezeichnet haben, multipliziert. Die Abweichung von der 
Proportionalitdt ist dahex um so geringer, je kleiner der lichte Querschnitt 
des Steigrohres ist. 

Beziiglich des Ejinflusses, den das Verhdltnis der einzelnen Faktoren 
auf die Starke der Abweichung von der Proportionalitaét hat, wissen wir, 
daB es von diesem Verhaltnis abhangt, welcher Abschnitt des auf 8S: 93 
beschriebenen Verlaufs von Ep als Funktion von yu an einem Apparat 
verwirklicht ist, und daB die Anderung von Ep mit mw in diesem Abschnitt 
um so langsamer ist, je naiher dieser verwirklichte Abschnitt dem Minimum 


* Beziiglich des MaBes der Abweichung ist die Abbildung sehr stark 
iibertrieben. Beziiglich der starksten Abweichung bei 6 vgl. Tabelle auf 
5. 96. 








sic? 
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n Ep liegt. Die Abweichung von der Proportionalitdt ist daher um so 
ringer, je weniger der fiir ju, nach der Formel 


\ib- ayqCy—v 


q 
wrechnete Wert von den tatsdchlich realisierten, zwischen Null und a liegenden 
Steighéhenwerten abweicht —- genauer von der Mitte ihres Bereichs, also 


lem Werte a/2. Denn selbstverstandlich ist auch in den einzelnen kleineren 
Teilen des verwirklichten Bereichs zwischen Null und a die Abweichung 
von der Proportionalitaét um so gréBer, je entfernter sie von dem Werte ,, 
egen, und in jedem Falle, wo ys, nicht auf die Mitte zwischen Null und a 
fallt, ist die gréBte innerhalb des verwirklichten Bereichs bestehende Ent - 
fernung von mw, gréer als a/2. 

Auf Grund des letzten Absatzes wollen wir noch die spezielle Frage 
beantworten, wie bei gegebenen g und g durch geeignete Wahl von v die 
geringste Abweichung von der Proportionalitaét erreicht werden kann. 
‘ist zu diesem Zwecke offenbar so zu bestimmen, daB wu, auf die Mitte 
zwischen Null und a zu liegen kommt, daB also der Wert von v die Gleichung 

a \ib ayqCgy—v 
: q 
erfiillt. Durch Umformung dieser Gleichung finden wir, daB wir bei ge- 
gebenem lichten Steigrohrquerschnitt und gegebener Menge der Versuchs- 
fliissigkeit die geringste Abweichung von der Proportionalitaét erreichen, 
wenn wir das Volumen des Gasraumes gleich 
v \ib— 2) qCy—qa2 (12) 


wahlen !. 


1 Die Gleichung (12) ist mit Gleichung (8) auf 8.92 vollkommen 
identisch; « bedeutet ja in (8) irgend eine willkiirlich gewaéhlte Hdéhe, 
ebenso, wie wir hier die Lage von yw, willkiirlich auf a/2 verlegen. Durch 
dieselbe Wahl von v, durch welche wir fiir irgend eine Héhe die gréBte 
Empfindlichkeit erreichen, bewirken wir auch fiir die Umgebung derselben 
Hohe die geringste Abweichung von der Proportionalitaét. Dieser Umstand 
erklart sich folgendermaBen: Zu (8) gelangten wir durch Nullsetzung 
ad Ep dE, 


des Differentialquotienten zu (12) durch Nullsetzung von 


dv’ du 
Vergleichen wir nun die Formeln (5) und (9), so sehen wir, daB der Ausdruck 
dE, dE, 
fiir gleich dem mit g multiplizierten Ausdruck fii ist. Die 
du d v 
| dE, dE, dE, 
Gleichungen 7 0 und Tie to 0 sind daher identisch, und 


hieraus erklart sich die Identitaét der die Wahl von v_ betreffenden 
Resultate. 


dE», dE, 
und - werden gleichzeitig gleich Null fiir alle Werte- 

dv du 
paare v und yw, welche die Gleichung (8) erfiillen. Ep als Funktion der 
dE, dE, 
beiden unabhangigen Variablen v und yu aufgefabt - ,o und ip 


bedeuten dann die beiden partiellen Differentialquotienten —, bleibt daher 
ein Minimum fiir alle diese Wertepaare und selbstverstandlich im Betrage 
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D. Uber die praktische Anwendbarkeit unserer Ergebnisse. 


Indem wir uns nun der Frage zuwenden, ob und inwieweit die erlang 
Kenntnis der bei unseren Apparaten obwaltenden Zusammenhange vw: 
praktischem Nutzen sein kann, suchen wir diesen Nutzen nach dr 
Richtungen hin. Und zwar fragen wir: 

1. Kénnen wir durch Einhalten eines bestimmten Verhdltnisses bei 
der Dimensionierung wesentliche Vorteile erreichen ? 

2. Lassen sich im voraus die Dimensionen angeben, bei welchen ein 
Apparat die gewiinschte Empfindlichkeit bzw. den gewiinschten MeBbereic} 
besitzen wird ? 

3. Kann die empirische Kalibrierung der Apparate durch eine einfache 
Berechnung ersetzt werden ? 

Zu 1. Beziiglich der ersten Frage wissen wir aus den letzten Absitzen 
der Abschnitte B und C, daB die Wah! von wv gleich 


welche sich durch entsprechende Bestimmung der Quecksilbermeng: 
leicht bewerkstelligen lat, folgende Vorteile in sich schlieBt: geringst: 
Abweichung von der Proportionalitét, gré8te Empfindlichkeit, geringst: 
Fehler durch eine zufallige kleine Anderung des Gasraumes (z. B. Verlust 
von Quecksilber bei der Reinigung des Apparats'). 

DaB der Einflu8B von v — besonders auf die Abweichung von der 
Proportionalitat —- in der Tat sehr wesentlich ist, zeigt die Tabelle I. 


Tabelle I. 





Nummer des Apparats. . .. . I Il I IV Vv 
Gemeinsame GréBen we q 0,030, 4 2.0, b = 76,0, t = 20°, C = 0,942, a 1,74 
RS so ch cs ks o 0,549 1,149 1,749 2,349 2,949 
Bie Westecen (* 0,0 1,509 1,094 1,014 1,012 1,041 
10 Ep “ 4,0 1,356 1,066 1,009 1,016 1.049 
engines u 8,0 1,254 1,046 1.007 1,021 1.057 
(1+ et) pu — 129 1,182 1,031 1,097 1,027 1,066 
fiir die Steig- | u = 16,0 1,131 1.020 1,009 1,034 1,075 
hohen “u 29.0 1.994 1.014 1.012 1,041 1.086 
Grébter Unterschied der 
10 Ep 


Werte von 


76 (1 + et) 
in % (des kleinsten 
a 37.9 7.9 0,7 2.9 4.3 


konstant. Darum verschwindet auch aus dem Ausdruck fiir Ep gleic! 








zeitig v und mw, wenn wir fiir v den Wert )(b— 2) qCg¢ qu einsetzen 
{siehe Ausdruck (13) auf 8.97]. Der Betrag der gréBten Empfindlich- 
keit ist daher durch g und @ vollkommen bestimmt, wahrend durch die 
Anderung von v die Stelle, an welcher gréBte Empfindlichkeit besteht und 
in deren Umgebung die Abweichung von der Proportionalitaét am geringsten 


’ 


ist, verschoben wird; durch die Wahl von v gleich Vi n)qCg qa2 
wird diese Stelle gerade auf die Mitte des Steigrohres verlegt. 
1 Siehe FuBnote auf S. 92. 
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Ww 
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bezieht sich auf fiinf Apparate mit gemeinsamen Werten von g und ¢, 
ihrend ¢ bei dem Apparat LIT der Formel (12) entspricht, hingegen bei 
n Apparaten IT und I um 0,6 und 1,2 cem weniger, bei TV und V um 
vnsoviel mehr betragt. Die Vertikalkolonnen stellen die Werte des mit 
10 
o(l+at 
\pparat konstante* genannten Grobe) langs des 20 em langen Steigrohres 
er einzelnen Apparate in Abstanden von 4¢m dar. Berechnet sind die 
Werte fiir Kohlenséure und die in der Tabelle I angegebenen Daten. 


multiplizierten Ep (also die zehnfachen Werte der spiter 


Zu 2. Wenn wir die Absicht haben, ¢ erst auf Grund der Kenntnis 
von gq und g entsprechend dem oben besprochenen Prinzip zu wahlen, 
<0 kommt es bei der Beantwortung der zweiten Frage darauf an, ob wir 
imstande sind, bei bekannter Menge der Versuchsfliissigkeit die Grobe 
des lichten Steigrohrquerschnitts so zu berechnen, daB bei dessen Ver- 


wendung die Wahl von vr gleich 

Vib rig’ qa2 
vorausgeset zt der Apparat die gewiinschte Empfindlichkeit besitzt ; 
d. h., daB durch Verwendung des voraus berechneten q bei diesem Apparat 
Ep den von uns gewiinschten Wert erhalt. Zu diesem Zwecke haben wit 
nur die Gleichung (4) auf S.91 nach g aufzulésen, nachdem wir fiir + 
den Wert 

lib wTIiGly qa2 


eingesetzt haben. Wur erhalten demnach zunachst: 


E, lib mig gy ga2+qu+ib miqtCy 
ib amyqgl'y 


lib miQGty qa2+ qu 
Wenn wir auf der rechten Seite fir ~ den Wert a 2 einsetzen, so erhalten 
wir den Wert von Ep, der fiir die Mitte des Steigrohres gilt: 


E), (b—2a)q+Cq4 2b - ~mqCq. (13) 
Aus dieser Gleichung ergibt sich der Wert von g mit Leichtigkeit. Aus 
E, — (b—a)qt Co +2\ib— agg = [\Cy +]ib— arg? 
folgt 


\E, leg +- ib ™)q; 


hieraus aber 


, JE, —\Cy 
q \b a 
und 
Ey T Cy 2\E,Cg 


( < 14 

7 b—a2 = 
Wenn wir daher in Formel (14) fiir Ep den Betrag einsetzen, welchen 
wir bei unserem Apparat dem Werte von Ep zu geben wiinschen, so kénnen 
wir mit ihrer Hilfe den lichten Steigrohrquerschnitt berechnen, bei dessen 


* Es laBt sich beweisen, da® nur diese Lésung eine physikalische 
Bedeutung hat. 
Biochemische Zeitschrift Band 201. 


~] 
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Verwendung Ep gerade fiir die Mitte des Steigrohres jenen gewiinsecht 
Wert annimmt, der Apparat also fiir Ablesungen nahe der Mitte des Stei 
rohres eben die gewtinschte Empfindlichkeit besitzt. 

Zu 3. Dab wir mit Hilfe der Forme! (2) auf 8S. 90 eine direkte Ska 
fiir die Gasmenge in jedem Falle berechnen und daher die empirise} 
Kalibrierung im Prinzip immer entbehren kénnten, ist selbst verstandlic! 
In Beantwortung der dritten Frage wollen wir uns aber nur mit eine: 
speziellen Falle beschaftigen, in welehem sich durch die Anwendung unser 
Ergebnisse auch die Berechnung ganz besonders einfach gestaltet. 

Auf S. 94 sahen wir namlich, dab die Abweichung von der Propo: 
tionalitaét um so geringer ist, je kleiner der lichte Querschnitt des Steig 
rohres ist. Bei Apparaten, die zur Bestimmung kleiner Gasmengen diene 
und daher ein enges Steigrohr besitzen, kann deshalb die Abweichung vo 
der Proportionalitaéat durch die geeignete Wahl von ¢ vielleicht bis zu einen 
Cirade weiter vermindert werden, da wir praktisch von einem pro 
portionalen Verlauf sprechen diirfen. Dab dies z. B. bei Apparaten zur 
Bestimmung von Kohlenséiuremengen bis zu 2 cem der Fall ist, geht aus 
unserer Tabelle L auf S. 96 hervor. Wir sehen dort aus der zum Apparat II! 
gehorigen Vertikalkolonne, daB der maximale prozentuale Untersehied 


in der Empftindlichkeit lings des 20 ¢m langen Steigrohres 0,7 °,, betragt ! 
Vereinigen wir die beiden extrem verschiedenen Werte zu einem Mittelwert 
und betrachten unseren Apparat nun so, als ware dessen Empfindlichkeit 
konstant und von diesem Betrage, so begehen wir einen Fehler von 0,35 ° 
in maximo. 

Zur Bestimmung nicht zu groBer Kohlensaéuremengen? kénnen wit 
daher Apparate mit praktiseh proportionalem Verlauf herstellen, bei 
welchen also die Gasmenge berechnet werden kann, indem man die Steig 
hohe mit einer entsprechend bestimmten konstanten Zabhl multipliziert. 
Wir erkennen leicht, dab diese Zahl, welche wir Apparatkonstante nennen 

p ; Er 
und mit K_ bezeichnen wollen, gleich el ae ist; wir schrieben ja 
in Gleichung (3) auf S. 91 Vow 7601 at) Ep. woraus sich ergibt 


E, Ey, 
aa - u Ka: K _ . . 
76(1+ at)]’ 1661 t at) 


' Auch fiir a 10 berechnet sich namilich fin ol der Wert 
’ 7H (1 at) 
1007. Bei einem Steighdéhenbereich von l2em (mittlere drei Fiinfte!l 
betriige der gréBte Unterschied nur 0,2°,: die gréBte Abweichung vor 
Mittelwert also 0,1 °,,. 


* Im Prinzip gelten zwar unsere Ausfiihrungen fiir jedes beliebige Gas, 


welches dem Henryschen Gesetz folgt. (Fiir Stickstoff bzw. Sauerstoft 
allerdings hatten wir im Abschnitt A nicht einfach mit .,Luft*’ rechnen 
diirfen, sondern hatten z. B. im Falle emer Sauerstoffentwicklung statt 
mit dem Partialdruck der Luft mit dem des Stickstoffs zu rechnen und 
schlieBlich die anfangs eingeschlossehe Sauerstoffmenge abzuziehen gehabt ; 
durch geeignete Umformungen wiirden wir dann zu Ergebnissen gelangen, 
die den in Abschnitt B und C entwickelten vollkommen analog sind.) Um 
aber durch Anwendung unserer Ergebnisse mit praktisch geniigender An 


niherung Proportionalitat erreichen zu kénnen, darf v = |(b— a\qCy qu 
nicht zu klein werden, der Absorptionskoeffizient C mul daher einen ge 
niigend groBben Wert besitzen, was nur im Falle der Kohlensaure erfiillt ist. 





The 
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Da es uns mdéglich ist, GasmeBapparate herzustellen, die mit der 
Ben Eimfachheit ihres Baues und ihrer Handhabung die gréBte Einfachheit 
r Berechnung der Bestimmungen vereinigen, dabei beziigheh ihrer 
mpfindlichkeit das Hoéchste leisten und von einer haufigen Fehlerquelle, 
em Quecksilberverlust am wenigsten bertihrt werden ist das wesent- 
chste praktische Ergebnis unserer Betrachtungen. 

Die zweckmaBigste Art der Berechnung der Apparatkonstante, der 
femperatur und Barometerkorrektionen (ein bestimmter Wert von AK 
wilt ja, wie ein Blick auf den Ausdruck fiir Fp lehrt, nur fiir einen bestimmten 
Wert von Temperatur und Druck) usw. werden wir aber erst erértern, 
achdem wir die in det Ableitung der Formel (2) der Einfachheit halber 
vernachlassigten Faktoren in Rechnung gezogen haben, welche unsere 
allgemeinen Ergebnisse nicht bertihren, aber, bei der Berechnung tatsachlicher 
Bestimmungen auber acht gelassen, Fehler von | bis 2°, verursachen 
wiirden. 


E. Einbeziehung der vernachlissigten Faktoren. 


In unserer Erérterung der nach der Gasentwicklung im Apparat be 
stehenden Verhaltnisse auf S. 89 haben wir weder den Wert des Gesamt 
druckes, noch den des Partialdrucks der Luft vollkomimen richtig angegeben., 
Wir setzten dort die Zunahme des Druckes im Gasraum einfach dem 
Quecksilberanstieg im Steigrohr gleich, obwohl mit diesem immer eine 
Niveausenkung im ReaktionsgefaB einhergeht, die mit dem Quecksilber- 
anstieg im Steigrohr zusammen die gesamte Druckerbébung ausmacht. 
Diese Niveausenkung kann auf einfache Weise nur bei zylindrischer Form 
des ReaktionsgefaBes ausgedriickt werden und betragt in diesem Falle, 
wenn der lichte Querschnitt des ReaktionsgefaBes mit Q bezeichnet wird, 
uqgQ. Zweitens gilt als Mal} des Druckes in strengem Sinne nur die Hohe 
einer Quecksilbersaiule von 0°, wir miissen also den Niveauunterschied des 
Quecksilbers (« + ¢Qnu) mit einem Faktor £ multiplizieren, welcher 
die Dichte des Quecksilbers von der Versuchstemperatur auf 0° reduziert. 
Der Wert des Gesamtdrucks betragt daher (zvlindrisches Reaktionsgefabs 
vorausgesetzt) genau: 5 ,( qQ) u. 

Bei der Berechnung des Partialdrucks der Luft haben wir den Umstand 
aubBer acht gelassen, dali die Versuchsfliissigkeit zu Beginn mit Luft vom 
Partialdruck (6 x) gesittigt war, daher aus der Fliissigkeit Luft 
in den Gasraum iibertritt, sobald dort der Partialdruck der Luft 
sinkt; der Partialdruck nach der Gasentwicklung wird daher in Wahrheit 
etwas gréBer sein, als auf S. 89 angegeben. Sein genauer Wert laBt sich 
auf Grund des Umstandes ermitteln, dab zwar die Menge der im CGasraum 
befindlichen Luft sich Aandert, aber die gesamte Menge der im Reaktions 
gefaB enthaltenen Luft, also die Summe der gelésten und freien unverandert 
bleibt'. Zu Beginn wird das reduzierte Volumen der gesamten Luftmenge. 
wenn Cy, den Ostwaldschen Absorptionskoetfizienten fiir Luft bezeichnet, 
ausgedriickt durch 

b ss ( 9) 


WHil+at 


nach der Gasentwicklung, wenn /?7 den neuen Partialdruck der Luft be 


deutet, durch 
P,iv qu t C,y) 


76 (1 at 


1 Diesen Ansatz verdanke ich Béla Rohny. 
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Der Wert dieser Ausdriicke ist der gleiche: 
Piivt+qae+Cyg) (b THU +O) g) 
7601 t at) 7601 + ae) 
Hieraus ergibt sich 


” + By q 
P, (h 7) : = e 
v+tC, P+ 
Konform unserem Vorgang auf 8S. 90 finden wir nunmehr die genaw 
Formel fiir die Menge des entwickelten Gases: 


V [#(1 + 4) a t £ GF | “Fea 
Q v-+ CL¢ qu (6(1 + at) 
Hieraus ergibt sich der korrigierte Ausdruck fiir Ep durch Division dure! 
Ml 

TH (1 at) 
V ‘ t 

76(1 + at) E, [a (1 } 4) 4 © 7) q | 
“ . Y v+( ,¥ + d# 


le +C,¢+quey +00 C,)¢) 
und nach Ausfiihrung der Multiplikation!: 


E 


R BA+QqQ(v+C, 9+ G4) 4+ (b—aDGt 81+ qQ(C Ch) 


(b my qgiC C.)¢ 
v+C.9 + qu ; 


Die Untersuchung dieses Ausdrucks fiir Ep fiihrt auf dieselben all 
gemeinen Folgerungen, welche wir in den Abschnitten B und C dure} 
Untersuchung des einfacheren Ausdrucks (4) auf 8S. 91 gefunden haben 
Hier wollen wir nur noch die korrigierte Form jener Ausdriicke herleiten, 
welche wir bei der praktischen Berechnung zu benutzen haben. Und zwar 
finden wir den giinstigsten Wert von 7, indem wir, wie auf S. 91, Ep nach + 
differentiieren, 

d E,, 

dv 


(bh - mI qQiCc C,)¢ 
QV Ww + C.y qu) 
und die durch Nullsetzung der rechten Seite erhaltene Gleichung nach 7 
auflésen: 
. seein = C19 a2 (16 
» — 2. >) 
8(1+ q/@) LY J 


In (16) haben wir fiir « schon die halbe Steigrohrlange a 2 geschrieben 
Indem wir fiir » den Ausdruck (16) in die rechte Seite der Gleichung (15 


einfiithren (und auch dort @ 2 fiir mw setzen), erhalten wit analog 
Gleichung (13) auf S. 97 den Wert, den Ep fiir die Mitte der Skala 
besitzt : 

E, (b—2w)q+ 81+ qQ)(C—C))¢ 


+ 2)311+ qb my qg(C C))4. (17) 


1 (ve +qpu+ Cg) wurde durch die Einfiihrung von (C,¢ Cry 
umgeformt, weil so durch Ausfithrung der Multiplikation sich ein einfachere: 
Ausdruck ergibt. 
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FP. Herstellung und Benutzung der Apparate mit proportionalem Verlauf, 


Wie gehen wir nun am zweckmaBigsten bei der Herstellung und dem 
iebrauch jener Apparate vor, welche die Benutzung der ,,Apparat 
konstante“ erlauben ? 

1. Beziiglich der Anweisungen, die wir dem Glastechniker geben, sind 
nur zwei Punkte hervorzuheben : 

a) Wir lassen dem ReaktionsgefaB zylindrische Form geben, damit 
die Formeln des vorigen Abschnitts genaue Geltung besitzen. 

b) Zu Steigrohren lassen wir Réhren verwenden, welche annahernd 
len nach Formel (14) auf 8.97 berechneten lichten Querschnitt besitzen. 
Hierdurch erhalt der Apparat den gewiinschten MeBbereich '. 

2. Die Beschickung des Apparats mit Quecksilber hat so zu erfolgen, 
daB iiber der Versuchsfliissigkeit noch ein freier Gasraum von der in 
Formel (16) angegebenen GréBe iibrigbleibt. Da bei zu ein und derselben 
Methode dienenden Apparaten die Menge und Art der Versuchsfliissigkeit 
die gleiche ist und wir auch fiir alle die gleichen Werte von Luftdruck und 
Temperatur zugrunde legen kénnen, wird von den in Formel (16) vor- 
kommenden GréBen bei den einzelnen Apparaten allein der Wert von q 
wenn auch in engen Grenzen variieren?. Wir kénnen also fiir eine be- 
stimmte Methode aus Forme! (16) einen Ausdruck berechnen, in den nur 
einfach der bei jedem einzelnen Apparat besonders zu bestimmende Wert 
von g einzusetzen ist, um auf die bequemste Weise den gesuchten Wert 
von * zu erhalten. Und zwar wird dieser Ausdruck die Form haben: 


“ 


v A, \q— B,q—C,, (18) 
wobei 
(b—2)(C—Cy))y 
A, = J : B a2 und C C 
1 81+ qQ) 1 1 i? 
auf ein fiir allemal berechnete Zahlen sind. 

3. Zur Ermittlung der Apparatkonstante haitten wir eigentlich die beiden 
extrem verschiedenen Werte von Ep, also den Wert fiir den Anfang und 
fiir die Mitte des Steigrohres zu berechnen, den Mittelwert zu nehmen und 
durch 76 (1 + at) zu dividieren. Praktisch ist es aber vollkommen iiber- 
fliissig, diese Mittelwertbildung bei jedem einzelnen Apparat auszufiihren, 
da Unterschiede in der schon an sich minimalen Abweichung von der Pro- 
portionalitaét (bei zu derselben Methode dienenden Apparaten) iiberhaupt 
nicht mehr in Betracht kommen. Wir berechnen die Apparatkonstante 
am zweckmaBigsten aus dem Wert von Ep fiir die Mitte des Steigrohres 
und vergréBern sie um 0,1 bis 0,3°,. Auch hier kénnen wir so — wie im 
vorigen Absatz einen Ausdruck berechnen, in dem wir nur den Wert 


1 Wenn wir z. B. an einem 20cm langen Steigrohr Gasmengen bis 
2cem zu messen wiinschen, d. h., wenn wir fiir die Apparatkonstante 
ungefahr den Wert 0,1, also fiir Ep den Wert 0,1 x 76(1 + at) erreichen 
wollen, so haben wir Rohre von jenem lichten Querschnitt als Steigrohre 
verwenden zu lassen, der sich aus Formel (14) ergibt, wenn dort fiir Ez 
der Wert 7,6(1 + at) eingesetzt wird. 

2 ¢/Q, das nur die Bedeutung eines Korrektionsgliedes hat, kénnen 
wir praktisch ohne Fehler mit einem durchschnittlichen Wert konstant 


nehmen.. 
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von q einzusetzen haben, um die Apparatkonstante zu erhalten. Diese) 
Ausdruck wird von der folgenden Form sein: 


A = Ag \Vq+ Byq + Cg. (19) 


Hier sind 





(2a +g O--=) (C—C,)9, 


1,002 8 
 76(1 + at) 


2,004 
76 (1+ at) 
ee 
— 1,002 (6 om) 
’ 76 (1+ at) 


4, = 


und (C, (1+ q/Q)(C—C,))y¢ 


wieder auf ein fiir allemal berechnete Zahlen'. 


4. Die Barometer- und Temperaturkorrektion. Der auf die angegebene 
Weise ermittelte Wert der Apparatkonstante gilt, wie wir schon erwahnten, 
nur bei dem Luftdruck und der Temperatur, welchen entsprechend wit 
bei der Berechnung des Ausdrucks (19) 6, ¢, C und 2 in Rechnung setzten. 
Um die Apparatkonstante auch bei einem anderen Temperatur- und 
Barometerstande benutzen zu kénnen, miissen wir den Betrag kennen, 
um welchen sich ihr Wert fiir je lem Unterschied im Luftdruck bzw. 1° 
Unterschied in der Temperatur andert, und diesen Betrag bezeichnen wir 
mit » bzw. 8 und nennen sie die Barometer- und Temperaturkorrektion. 
Das Ma® der Anderung einer Funktion mit der Veranderlichen ist aber 
bekanntlich der Differentialquotient, und so berechnen wir die Werte von 
y und 0 aus den Ausdriicken fiir die partiellen Differentialquotienten 
IK dK . i : om , 
yb y und > é. Zur Ermittlung dieser Differentialquotienten 
gehen wir von folgendem Ausdruck fiir K aus?*: 


(b a)q-+ Cg 2Vib—aqly 


K ~ 20 
76(1 + at) - 
Durch Ausfiihrung der Differentiation ergibt sich unmittelbar: 
¢ qCy _ 
s 9K \ib—a)qly (21) 
? w. 76 (1 + at) . + 
und (C und 2 sind Funktionen der Temperatur): 
I ; C da 
dK 1 ee es A We 


j= = -- ———— 
. dt 76 (1 + at) 4 dt ‘dt lb—a)qCg 


_ os Cy+2\b—aqe 
lb—a)q+Cyt+2\b—-)q ¢] og 4 ade 


1 Berechnet aus der Formel (17) auf 8.100 nach Division durch 
76 (1 4+ at) und vergréBert um 0,2%. Es seheint naimlich zweckmabig, 
nicht ganz bis zum Mittelwert zu korrigieren und so einen kleineren Fehler 
auf den hauptsachlich gebrauchten mittleren Steigrohrbereich und einen 
gréBeren auf die seltenen duBersten Steighéhenwerte zu verlegen; praktisch 
kommt dies allerdings kaum in Betracht. 

2 Aus Formel (13) auf 8.97. Zur Berechnung von Korrektionen 
ist es praktisch iiberfliissig, von den Ausdriicken des Abschnitts E aus- 
zugehen. 
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Indem wir in diesem Ausdruck die mit da dt und dC /dt multiplizierten 
(ilieder trennen, finden wir: 


qCy (b—-a)q¥ 
q + j f+ 
. \ib— a)qCy da Vib—ayqCg dU 
. 76 (1 + at) dt ' 76 (1 + at) dt 


a 
— l(b 1) Cget+2yib ayqCg\|. . 
| q+Cy+2) @C oe) oe ens 
Wir beachten, daB hier das erste Glied gleich ist dem mit d2/dt multi- 
plizierten Ausdruck (21) fiir », das dritte Glied den vollstandigen Aus- 
druck (20) fiir K enthalt, und erhalten so, wenn wir noch im zweiten Glied fiir 


(©—=)¢9 die Form Vb ——e % schreiben: 
\ib—a)qly j 
(t mw) aq ¢ 
4 +! a9 
da ye dt a . 
3 —y t —— “ K. (22) 
dt 76 (1 + at) dt 76 (1+ @t) 


Im Ausdruck (21) fiir y schreiben wir statt 
qCy Ce 
— die Form Ve : 
\ib—aqly t 
und bilden aus der so erhaltenen Formel: 
ae 
Qe y 
q+ Ve -% 


? 76 (1+ at) 


? uw 


einen Ausdruck 
a As\q + Bs q, (23) 


J - “ ; 1 


wo A; = 76 (1+ as) und Bs 76 (1 +a?) 
berechnete Zahlen sind. Um fiir é auf die gleiche Art vorgehen zu kénnen, 
miissen wir fiir dC/dt bzw. da/dt die Zahl nehmen, welche die durch- 
schnittliche Anderung des Absorptionskoeffizienten bzw. des Dampfdrucks 
mit der Temperatur in jenem Temperaturbereich ausdriickt, in welchem 
unsere Apparate benutzbar sein sollen. Gehért also zur unteren Tem- 
peraturgrenze ¢, der Absorptionskoeffizient C,, zur oberen Grenze t, aber C,, 


wieder auf ein fiir allemal 


c 
so haben wir fiir dC/dt den Wert —* zu nehmen, der negativ ist, 


2 1 
weil der Absorptionskoeffizient mit zunehmender Temperatur abnimumt ; 


. ee , m = af r* oes 
ebenso nehmen wir fiir d2/dt den Wert 2 1. Wir kénnen dann fiir 4 


aus Formel (22) folgenden Ausdruck berechnen: 


d= —[AyVa+ BLK + Cyy + D4). (24) 
Und zwar ist hier e 
Ag a Vib - m)g¢ oP C; - Cs B, a U, My my 
\C.7(1+4t) &—4 76 (1 + at) _—t& 
C,— Cy 
y — 
und D, = 1 


76 (1+ at) 
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Das negative Vorzeichen bedeutet, daB der Wert der Apparatkonstant: 
mit zunehmender Temperatur abnimmt. 

Wir berechnen selbstversténdlich auch die Ausdriicke (23) und (24 
mit denselben Werten von 6, ¢t, C und 2, welche wir bei Berechnung vor 
(18 und (19) verwendeten. Es ist klar, daB der so erhaltene Betrag de) 
Korrektionen eigentlich ebenfalls nur fiir die bei der Rechnung zugrunde 
gelegten Werte von Luftdruck und Temperatur genau gilt, und die Genauig 
keit um so mehr abnimmt, je weiter wir uns von diesen Werten entfernen 
Bei der Barometerkorrektion, die gering ist', kommt dieser Fehler nicht in 
Betracht; bei der Bestimmung des Giiltigkeitsbereichs der bedeutenderen 
Temperaturkorrektion aber haben wir auch noch den Umstand zu beachten, 
daB bei stark geinderter Temperatur wegen des groBen Einflusses de: 
Temperatur auf den Absorptionskoeffizienten — auch der nach Formel (18) 
berechnete Wert von v sich schon merklich von jenem Werte von v unter- 
scheidet, der bei der geainderten Temperatur am giinstigsten ware, also 
auch die Annaéherung an die Proportionalitaét schlechter wird. Bei Ver- 
haltnissen, wie sie z. B. in der Tabelle auf S. 96 angenommen sind, kann 
man praktisch ohne Fehler wohl einen Giiltigkeitsbereich von 10° (also 5° 
iiber und unter dem Grundwerte) annehmen. 


Zusammenfassung. 


Um einen Apparat gebrauchsfertig zu machen, gehen wir also am 
zweckmaBigsten folgendermaBen vor: 


Zunichst bestimmen wir durch Auswigen mit Quecksilber den 
lichten Querschnitt des Steigrohres. 


Indem wir den so erhaltenen Wert von g in die Ausdriicke (18), 
(19) und (23) einsetzen, finden wir die Werte von v, K und y, und wenn 
wir nun auch K und y in (24) einsetzen, erhalten wir 90. 


SchlieBlich fiillen wir das ReaktionsgefaB des Apparates voll- 
kommen mit Quecksilber, wagen den Apparat in diesem Zustande und 
entfernen dann so viel Quecksilber, als dem Volumen der Versuchs- 
fliissigkeit zusammen mit dem nach (18) berechneten Volumen v des 
Gasraumes entspricht?. 


1 Sie betrigt etwa 0,8°, des Wertes von K pro Zentimeter Hy 
bei den in der Tabelle angenommenen Daten; die Temperaturkorrektion 
betragt 1,6° des Wertes von K pro Grad. 

2 Die zu entfernende Quecksi'!bermenge ist: (g + v) multipliziert mit 
der Dichte des Quecksilbers. Wir kénnen also auch einen der Formel (18) 
konformen Ausdruck berechnen, der unmittelbar die zu entfernende Queck- 
silbermenge angibt, wenn der Wert von q eingesetzt wird. Es darf nicht 
auBer acht gelassen werden, daB bei dem vollkommen mit Quecksilber 
gefiillten Apparat das Quecksilber im Steigrohr héher steht als nach Ent- 
fernung der berechneten Quecksilbermenge. Wir haben also vor und nach 
Entfernung dieser Menge den Stand des Quecksilbers im Steigrohr abzulesen 
und die dem Niveauunterschied entsprechende Quecksilbermenge noch zu 
entfernen. 
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Wir wollen nun noch die Berechnung der Bestimmungen an einem 
Beispiel erlautern: 

Der Wert der Apparatkonstante ist 0,0954, berechnet fiir ¢ — 20° 
und 6 = 76,0 em Hg; die Korrektionen sind: y = 0,0008 undé = 0,0016. 
Die beobachtete Steighéhe war u = 9,15 em bei 23,2° und 74,8 cm Hg. 
Zu berechnen ist die Gasmenge: 


Rs ba Sw ol 6 wie ee 8 8 ek le 0,0954 
0,0016 x 3,2 = 000512.... 0,0051 


korrigiert auf 23,2°......... 00,0003 
— 0,0008 x 12 = — 0,00096. . . . — 0,0010 


” 


i. korrigiert auf 23,2° und 74,8 cm Hg . 0,0893 
Korrigierte Apparatkonstante <x Steighéhe. . . . . 9,15 x 0,0893 


0 


Anhang I. 


Die Anderung von Temperatur und Luftdruck wihrend des Versuchs. 


Alle bisherigen Erérterungen bezogen sich auf den Fall, daB wahrend 
der Versuchsdauer keine Anderung des Luftdrucks und der Temperatu: 
eintritt, also, daB deren Werte bei der Ablesung des Anfangsniveaus des 
Quecksilbers im Steigrohr und bei der Ablesung der Quecksilbersteighéhe 
dieselben sind. Wenn aber die Reaktion, durch die das zu bestimmende 
Gas in Freiheit gesetzt wird, langsam verléuft, so kénnen sich auch solche 
Anderungen einstellen. Eine Formel zur Berechnung der Gasmenge, welche 
auch diese Anderungen beriicksichtigt, ergibt sich durch Betrachtungen, 
welche den in Abschnitt A angestellten ganz analog sind. 

Zu Versuchsbeginn besteht die Temperatur ¢,. Der im Gasraum 
herrschende Druck ist gleich dem &uBeren Luftdruck 6,. Der Partialdruck 
des Wasserdampfes ist gleich dem Dampfdruck der Versuchsfliissigkeit 
bei ¢,°, gleich *,. Der Partialdruck der Luft betragt daher (6, — 2,). 

Zur Zeit der Ablesung der Quecksilbersteighéhe besteht die Tem- 
peratur ¢,. Der im Gasraum herrschende Druck setzt sich zusammen aus 
der Quecksilbersteighéhe und dem déuBeren Luftdruck 6, ist also gleich: 
(b, + mw). Der Partialdruck des Wasserdampfes ist gleich dem Dampfdruck 
bei ¢,°, gleich 2,; der Partialdruck der Luft hat sich infolge der gleich- 
zeitigen Anderung von Volumen und Temperatur entsprechend dem Boyle- 
Gay-Lussacschen Gesetz geaéndert und betragt: 


(b,—2,)v 1l+et, 

vu+qu 1+ at, 
Der Partialdruck des entwickelten Gases ist daher: 
(b, —"2,)v 1+ at, 


FT Ore oten” t4s8, 
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Die Menge des entwickelten Gases setzt sich zusammen aus der 
gelést gebliebenen Anteil, fiir welchen der bei ¢,° geltende Absorption: 


io . PC,¢ 
koeffizient C, maBgebend ist und der ~~ betrigt und aus der 
76(l+a4a ts) 
P(v + qn) 


in den Gasraum getretenen Teil: —. 
76 (1 + at,) 


entwickelten Gases V ist also, wenn wir fiir P den Ausdruck (25) setzen 
y - [o. ee (b,;—2,)v 1+ at, 7+ qut+Cy p. 
- . v+qu 1 + at). 16(1 + a@t,) 


- Die gesamte Menge « 


(26) 


Um den EinfluB einer waihrend der Versuchsdauer eintretenden Luft 
druck- und Temperaturainderung auf das Resultat kennenzulernen, wolle: 
wir die Forme! (26) mit folgendem Ausdruck vergleichen: 


(27) 


V’ [2. +“ n, (by Ty) "| he qutCyy . 

. , vu+qu 76 (1 + aby) 
Es ist dies der auf die Werte ¢, und 6, bezogene Ausdruck (2) auf 8. 90, 
nur fiir P ist die urspriingliche Form des Ausdrucks (1) beibehalten. Wir 
kénnen ihn uns auch aus Forme! (26) entstanden denken, indem dort fii: 
b,, t; und 2, die Werte 6,, ¢, und 2, eingesetzt wurden. Die Formel (27) 
stellt daher die von der tatsachlich entwickelten Menge V verschieden 
Gasmenge V’ dar, welche denselben Quecksilberanstieg in jenem Falk 
hervorgerufen hatte, wenn die Werte 6, und ¢, — welche sich in Wirklichkeit 
erst wahrend der Versuchsdauer eingestellt haben von Anfang an be 
standen hatten. Durch Subtraktion der Formel (27) von (26) bilden wi: 
den Ausdruck fiir den Unterschied der Gasmengen V und V’ 

V—vy'- [> av (b,—27,)v 14 =] v+qu+ Cy, a 

v+qu vu+que 1+ at, 76 (1 + aty) 

Diesem Ausdruck haben wir nun eine Form zu geben, in welcher der Einflut 


der Luftdruck- und Temperaturainderung, also der Differenzen (b, — 6,) 
und (t, —¢,) unmittelbar vor Augen tritt. Wir heben zu diesem Zwecke 


=e 


zunachst aus der eckigen Klammer _ oe heraus und multiplizieren 
innerhalb der Klammer mit (1 + a¢,), wahrend wir auBerhalb der Klamme: 
dureh (1 + at,) dividieren. Wir kénnen dann schreiben: 
V y’ = | (Dg a) (1 + at,) (by ,) (1 + at,)| 
v v+quet+Cyy 
vo+ qe (1+ et.) (1-4 at,) 
In,dem Ausdruck zwischen den eckigen Klammern fiihren wir nun 
(b, — ®,) at, — (b,— %,) at, 
ein; wir schreiben: 
(b, — *,) (1 + at,) — (b; — %,) (1 + at) 
(bg — %_) + (bg— %_) at, — (b, — %,)— (6, — 4) at, 
(b,—-%,) at, + (bs — %,) at, 
(by 2») (bs %,) a (tg — t;) (d, m,) + at,[(b,— 2%.) — (6, — 2, 
(b, — b,) — (4%, — %,) + at, [(bg — by) — (%_—- %,)] — a (bg — 2g) (4g, 
= (b, — b,) (1 + ats) — (4, — %,) (1 + at,) — a (bg — *,) (4, — 4). 
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Wenn wir diese letzte Form in den Ausdruck (28) einsetzen Fund die 
nzelnen Glieder getrennt schreiben, so erhalten wir: 
Vv = 2OtIn tA) 
(v+ qs“) 76(1 + «t,) 
v(Vtqu+tCy gy) 
(v+qa) 76(i+at,) 
viv+tqu+ Cy y)a(by— 2) ( 
(e+q#)76(1 4+ aty)(1+at,) ~~ 


ty b,) 


m,) (29) 
t,). 


Das erste Glied zeigt den EinfluB der Luftdruckanderung, die Summe 
des zweiten und dritten den Einflu® der Temperaturanderung an. Was 
hier das Vorzeichen besagt daB V’ durch eine Erhéhung des Luftdruckes 
kleiner wird, durch eine Temperaturerhéhung gré8er wird als V, also eine 
Luftdruckerhéhung wiaihrend des Versuchs die Steighéhe vermindert, 
eine Temperaturerhéhung aber erhdéht war von vornherein zu erwarten. 
Interessant ist hingegen, da®B der EinfluB der Anderung von Luftdruck 
und Temperatur additiver Natur ist, ja, daB dessen Betrag fiir zunehmende 
SteighGhen etwas geringer wird, weil ja im Ausdruck (29) qu im Zéahler 
neben (v + C,g) im Nenner nur neben v allein steht. Der prozentuale 
Fehler durch AuBerachtlassung solcher Anderungen wird also um so gréBer, 
je kleinere Gasmengen zur Messung gelangen. 


Wir kénnen nun auch ohne weiteres die Korrektionen angeben, mit 
deren Hilfe auch fiir Methoden, die auf langsam verlaufenden Reaktionen 
beruhen, die Apparatkonstante benutzt werden kann. Es geniigt hierzu 
da ja in der Regel wahrend der Versuchsdauer nur geringe Anderungen von 
Luftdruck und Temperatur eintreten —, den durchschnittlichen Wert der 
Ausdriicke, welche in Gleichung (29) mit (6, — 6.) und (2, — #,) bzw. mit 
(tg —t,) multipliziert sind, fiir die betreffende Methode ein fiir allemal 
zu berechnen'. Nennen wir die Zahl, welche wir fiir den mit (b, — b,) 
und (2, — 2,) multiplizierten Ausdruck erhalten haben, ¢ und die fiir den 
mit (tg —¢,) multiplizierten erhaltene: 7, so gestaltet sich die Berechnung 
der Gasmengen mit Hilfe von ¢ und 7 folgendermaBen: 

Zunachst korrigieren wir die Apparatkonstante, wie in Abschnitt F 
angegeben, fiir ¢, und 6,, und erhalten dann durch Multiplikation mit der 
Steighéhe den Wert V’. Um hieraus den richtigen Wert V zu erhalten, 
haben wir zu dem Werte von V’ den der Differenz (V V’) zu addieren ; 
wir addieren also zu V’ entsprechend der Gleichung (29) ¢ (b,——6,) und 
subtrahieren € (%,—2,) und 9 (t, — #,). 


Der annahernd additive Charakter des Einflusses einer wahrend des 
Versuchs eintretenden Temperatur- und Luftdruckaénderung laBt es auch 
berechtigt erscheinen, neben dem zur Untersuchung verwendeten noch 


' Wir nehmen also fiir g, v usw. durchschnittliche Werte. Fiir die in 
der Tabelle auf 8.96 angenommenen Mabe ergibt sich e 0,004 com 
CO, pro 1mm Luftdruckanderung und 7 0,010 cem CO, pro 1° Tem- 
peraturanderung. Wenn man bedenkt, daB q bei fiir dieselbe Methode 
angefertigten Apparaten nicht zwischen sehr weiten Grenzen schwanken 
kann und sich durch Betrachtung von (12) und (29) davon iiberzeugt, 
daB der Wert von v und die Werte ¢ und 9 sich nur langsam mit g andern, 
so zeigen diese Zahlenwerte, daB das Rechnen mit den durchschnittlichen 
GréBen praktisch vollkommen geniigt. 
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einen statt mit Versuchsfliissigkeit mit Wasser beschickten Apparat aut 
zustellen und die an diesem konstatierte Niveaudnderung des Quecksilbe: 
von der am anderen Apparat abgelesenen Steighéhe abzuziehen, bevo 
wir diese mit der auf b, und ¢, korrigierten Apparatkonstante multiplizierer 


Anhang II. Die Fehlerquellen. 


1. Unter den Fehlerquellen steht an erster Stelle die mangelhaft: 
Prazision der Vorrichtung, mit deren Hilfe das Reagens zur zu untersuchen 


den Lésung zugesetzt wird. Diese Vorrichtung mu néimlich — wenn es 
sich um eine rasch verlaufende Reaktion handelt gestatten, das Reagens 


bei bereits geschlossenem ReaktionsgefaB zur Lésung hinzuzufiigen. Dies 
wird z. B. beim Aszéddischen Hamocarbamidometer dadurch erreicht, 
daB man das Reagens in eine Bohrung des Stopfens von auGen einfiillt, 
so zwar, daB es (Saéure zur Entbindung von CQO,) erst, nachdem man den 
Stopfen herumgedreht hat, zu der Fliissigkeit in das nach wie vor verschlossen: 
Reaktionsgefa8 hinunterflieBen kann. Mit der Umdrehung des Stopfens 
darf nun selbstversténdlich nicht die geringste Verschiebung verbunden 
sein, denn die durch eine solche bedingte Anderung des Anfangsniveaus 
im Steigrohr bleibt unbemerkt, weil nach der Umdrehung sofort die Cas 
entwicklung beginnt und wird als Steighéhe mitgerechnet, wodurch be 
deutende Fehler entstehen kénnen. 


2. Das Nullniveau des Quecksilbers im Steigrohr diirfen wir erst 
einige Zeit nach VerschluB des ReaktionsgefaBes ablesen, denn erst nach 
dem VerschlieBen sattigt sich der Gasraum vollkommen mit Wasserdampf. 
wodurch das Quecksilber im Steigrohr etwas ansteigt. LieBen wir diese 
Regel auBer acht, so wiirden wir die durch den neugebildeten Wasserdampt 
verursachte Niveauerhéhung zugunsten des entwickelten Gases schreiben. 


3. Aber auch, wenn wir das Nullniveau erst nach erfolgter Sattigung 
mit Wasserdampf ablesen, begehen wir einen kleinen Fehler, denn durch 
die Bildung des Wasserdampfes wurde erstens das Volumen des Gasraumes 
um das Volumen des verdringten Quecksilbers gréBer als z. B. bei Be- 
rechnung der Apparatkonstante angenommen war, und zweitens der Druck 
um die verursachte Niveauénderung im Steigrohr héher als der atmosphiiri- 
sche. Das erste ist aber nach FuBnote auf 8. 92 praktisch ohne Einfluli, 
um das zweite zu beriicksichtigen, braucht man nur die nach dem Ver- 
schlieBen des Apparats eingetretene Nivéauaénderung zum duBeren Luft- 
druck zu addieren und so durch die Barometerkorrektion in Rechnung 
zu ziehen; man kann es aber auch nach FuGnote | auf 8S. 104 mit seh 
geringem Fehler ganz vernachlassigen, da es sich ja nur um einige Milli- 
meter Hg handelt. 


4. Eine Anderung des Darapfdrucks und des Fliissigkeitsvolumens 
bei der Vermischung von Reagens und Lésung kommt wohl praktisch 
nicht in Frage. 


5. Beziiglich des Verlustes von Quecksilber bei der Reinigung siehe 
FuBnote auf 8S. 92. 


6. Ein bedeutender Fehler kann dadurch entstehen, daB der Apparat 
unmittelbar nach der Reinigung zu einer neuen Bestimmung benutzt 
wird. Durch das Spiilen wird naémlich der Apparat immer abgekiihlt — 
wegen des Verdunstens auch bei Verwendung von Wasser von Zimmer- 
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mperatur — und nimmt die Temperatur der Umgebung erst wahrend 
er Gasentwicklung an. Uber die Art des Fehlers siehe Anhang I. 


Wir bemerken noch, da®B die unter 1., 2. und 6. erwihnten Fehler 
ulditiver Natur sind, also fiir niedrigere Steighéhen prozentual viel gréBer. 
Hierdurch kann bei der empirischen Kalibrierung solcher Apparate eine 
\bweichung von der Proportionalitét vorgetéiuscht werden, die mit det 
m Abschnitt C behandelten nichts zu tun hat. 


Ich habe dem Autor die Ausfiihrung einiger zu obigen Erérterungen 
vehorender Versuche bereitwilligst gestattet und war ihm bei der Redi- 
vierung des Textes gern behilflich. Alle darin enthaltenen Uberlegungen 
und Ableitungen sind sein ausschlieBliches geistiges Eigentum, fiir die er 
auch allein verantwortlich ist. 


Prof. Paul Hari. 











Weitere Beitrige zur Cyanidwirkung auf die lebende Zelle. 
Von 
Michael S. Resnitschenko (Moskau). 
(Aus dem Timirjaseff-Forschungsinstitut zu Moskau '!.) 
(Eingegangen am 20, Juli 1928.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


In der Reihe der atmungshemmenden Stoffe nimmt die Blausdéure 
und ihre Derivate eine besondere Stellung ein. Man kann die Cyanide 


den indifferenten Narkotica gegeniiberstellen, sowohl nach dem Grade 


ihrer physiologischen Wirkung, als auch nach ihrer Wirkungsweise 

Bei der Untersuchung der Dynamik der KCN-Vergiftung stellten 
wir eine Tatsache fest. die auf den ersten Blick den gew6hnlichen Vor 
stellungen tiber die Cyanidwirkung auf die Atmungsprozesse in ge 
wisser Beziehung zu widersprechen schien (17) (18). 

Vor kurzem zeigten wir (1. c.), daB die Atmung der in einer konzen 
trierten K C N-Loésung befindlichen Ascariseier nicht vollstandig gehemmt 
wird [vgl. auch W. Zawadowsky (31) ]; ein minimaler Sauerstoffverbrauch 
dessen GréBe in verschiedenen Konzentrationen von KCN verschieden 
ist und zwischen 25 und 80°,, der normalen Atmung schwankt, findet 
wihrend mehrerer Stunden und Tage statt, ohne sich zu andern. Der 
ProzeB der allmahlichen Anderung des Sauerstoffverbrauchs verlauft 
in mehreren deutlich ausgepragten Phasen. In der ersten Stunde nach 
dem Zusatz des Cyanids verbrauchten die Eier bedeutend mehr Sauer 
stoff als in derselben Zeit vor Beginn des Versuchs. Diese Phase be 
zeichnen wir als ..paradoxe Phase’. In den nachfolgenden Stunden 
sinkt die Kurve des O,-Verbrauchs allmahlich und die Atmung erreicht 
schlieBlich ihren Minimalwert. 

In unserem Falle ist also das Cyankalium nicht imstande, dix 
Oxydation vollstindig zu hemmen; iiberdies bewirken die héchsten 
KCN-Konzentrationen in den Anfangsstadien der Vergiftung sogar 


eine Steigerung der Atmung. 


1 Die Arbeit wurde im Biochemischen Institut des Kommissariats fii 
Volksgesundheit zu Moskau ausgefiihrt. Herrn Prof. B. Sharsky und Herrn 
Dr. W. Engelhardt spreche ich hier meinen Dank aus. 
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Aber die Vermutung. dab ein solches Verhalten der Ascariseier 
gemiber KCN sich prinzipiell von der Reaktion der anderen Zellarten 
nterscheidet, wire unbegriindet. Diese Resistenz der Eier von Ascaris 
iegalocephala wird nicht durch irgendwelche besonderen physiologischen 
‘igenschaften der Protoplasten erklart, sondern durch die Beschaffenheit 

ler Membranen. die das Ei umgeben 

In unserer ersten Arbeit iiber die Wirkung von KCN auf die Ascaris- 
eier (17) gelangten wir zu folgendem Ergebnis: Die lipoide, halb- 
durehlassige Membran der Ascariseier stellt fiir KCN ein wesentliches 
Hindernis dar. Die ersten Anteile von KCN, welehe die Membran 
durchdringen, miissen sehr klein sein. Gerade zu dieser Zeit beobachten 
wir die Erhéhung des O,-Verbrauchs. Nach 5 bis 8 Stunden, wenn ein 
endgiltiges Gleichgewicht zwischen den KCN-Konzentrationen im Ei 
und im auberen Medium eingetreten ist, wird die Atmung auf ein ge- 
wisses Minimum herabgesetzt. Wie man nach der Grobe der Atmungs- 
hemmung urteilen kann. ist die Menge des in das Ei diffundierten KCN 
sehr klein (0.0001 bis Q.QO00OL mol.). Doch ist sie bei verschiedenen 
Konzentrationen von KCN im auberen Medium verschieden. Aber 
wenn die Eimembran fiir das KCN leicht durchlassig wire, oder wenn 
man eine CN-Verbindung finden konnte, die die lipoide Membran 
besser als KCN durchdringt, so hatte man eine vollstandige Atmungs- 
hemmung zu erwarten. Unter derartigen Bedingungen wiirden die 
Ascariseier keine Ausnahme in der Reihe anderer Zellarten bilden 

Bedeutend schwerer ist, eine geniigende Erklirung fiir die durch 
KCN bewirkte ErhGhung der Atmung zu geben. Zweifellos ist sie 
durch die kleinen Dosen des Cyanids bedingt. 

Aber wie laBt sich dies mit den gut bekannten Eigenschaften der 
CN-Gruppe, die Atmung schon in minimalen Dosen zu hemmen, in 
Ubereinstimmung bringen / 

Wir miissen annehmen, dab die von uns verwendete Substanz 
KCN neben den atmungshemmenden (bzw. eisenbindenden) auch 
atmungsférdernde Eigenschaften besitzt. Beide Vorgiinge, die Atmungs- 
hemmung und -férderung verlaufen nebeneinander; zuerst iiberwiegt 
der zweite Vorgang und die Atmung steigt an, dann aber vergrébert 
sich die Menge der aktiven CN-lonen und die Atmung wird allmahlich 
gehemmt. 

Diese Vermutung veranlaBbte uns. unsere Aufmerksamkeit den 
Hyvdroxylionen zuzawenden, die bekanntlich eine grobe Rolle in der 
Beeinflussung der Zellatmung spielen. 

In der vorliegenden Arbeit fiihrten wir eine experimentelle Priifung 
der oben ausgesprochenen Uberlegungen aus, und es gelang uns zu 
zeigen, dal die OH-lonen wirklich an der Stimulierung der Atmung 


von unserem Versuchsobjekt beteiligt sind. 
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II. 


Der Sauerstoffverbrauch wurde nach der Warburgschen Metho« 
bestimmt (24) (26). Das Haldane-Barcrojtsche Manometer mit konstant: 
Volumen befand sich im Wasserthermostaten bei 30°C (3). Die Menge d 
verbrauchten Gases wurde nach der von O. Warburg angegebenen Forn 


273 
1 
10 000 


Vq t Via 
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berechnet. In unseren Versuchen war das GefaiBvolumen (VV) gleich 19,2 
und 20,0 cem, das Fliissigkeitsvolumen (V/) 10 bis Ll cem, die absolut: 
Temperatur (7) 303°. Die Konstante unserer Manometer war dement. 
sprechend 0,8 bis 0,.9¢mm O,. 

Die Eier von Ascaris megalocephala wurden gewaschen und die 
feine Suspension in den Atmungstrog eingebracht. Der Atmungstrog 
enthielt entweder destilliertes Wasser oder 04 mol. NaQH (oder 
KOH)-Lésung. Im letzten Falle benutzten wir den Atmungstrog ohn: 
Kinsatz fiir die Lauge, und die Eier befanden sich unmittelbar in einer 
alkalischen Lésung. 

Ziemlich starkes Alkali sowie die Siuren und Schwermetallsalze, 
die fiir andere Zellarten giftig sind, schadigen die Ascariseier nicht 
Mehrere Autoren, unter anderem besonders Zawadowsky (30) (32) und 
Fauré-Fremiet (10), zeigten, daB die Ascariseier gegeniiber chemischen 
Einfliissen auBerordentlich widerstandsfahig sind. So entwickeln sich 
die Eier z. B. in gesattigter HgCl,-Lésung, 2°, HCl oder 3 bis 5°, 
Formol, vollkommen normal. Diese Resistenz der Eier wird durch die 
Beschaffenheit der Eimembranen erklart. 

Das Ei ist von einem Membransystem umgeben (vgl. Abb. 1). Die 
aiuBerste, sogenannte epitheliale Membran spielt keine wesentliche Rolle 





Abb. !. 
Das Fi von Ascaris megalocephala. a epitheliale Membran; A, B, ( Schichten der glinzenden 
Membran: »} die faserige (lipoide) Membran. (Nach Zawadowsky). 
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d wird durch Faulen leicht zerstért {[Zawadowsky (32)|. In unseren Ver- 
chen wurde sie durch Waschen mit schwachen Saéuren und Wasser entfernt 
vosmin (14)], um den Bakterien keinen Nahrboden zu verschaffen. 

Die zweite — glanzende — Membran, welche aus mehreren Schichten 
hesteht, dient dem Ei als mechanischer Schutz. Sie ist in nicht zu starken 
Saiuren und Basen unldéslich, aber diese durchdringen sie leicht. 

Die innerste — fibrése — Membran besitzt eine lipoide Natur und stellt 
ein ausgezeichnetes Modell einer halbdurchlassigen Membran dar. Sie ist 
fiir die meisten in Wasser gelésten Substanzen, auber O, und CO,, un- 
durchlassig. Sie schiitzt also das feine Protoplasma vor chemischen Ein- 
fliissen (30). Die faserige Membran durehdringen nur die lipoidléslichen 
oder die sich in Lipoiden lésenden Stoffe (Alkohole, Ketone, Ather, die 
Fettsiuren usw.). Bei geeigneter Konzentration einer von diesen Sub- 
stanzen lést sich die faserige Membran vollstaéndig und ist nicht mehr 
zu sehen. 

Diese eigenartige Beschaffenheit der Ascariseier gestaltet sie zu einem 
vorziiglichen Versuchsobjekt, das in verschiedener Beziehung bequemer 
als das Seeigelei ist. 

Fiir jeden Versuch nahmen wir eine ziemlich grobe Quantitat 
(etwa 60 bis 100mg Rohgewicht) der sorgfaltig von der Gonaden- 
fliissigkeit und epithelialen Membran abgewaschenen Eier. 


II. 

Wir verwendeten hauptsichlich die 2 mol. (13°, ige) KCN-Lésung. 
Der Sauerstoffverbrauch der in 0.4 mol. NaOH -- 2 mol. KCN be- 
findlichen Eier verliuft sehr typisch und stimmt mit unseren friiheren 
Versuchen gut tiberein. Die Kurve des O,-Verbrauchs steigt in der 
ersten Stunde schnell an, in nachfolgenden Stunden aber sinkt sie 
allmaihlich und geht schlieBlich in eine gerade Linie iiber, die parallel 
der Abszisse verlauft. Der minimale Verbrauch halt sich mehrere Tage. 
Als Kontrolle zu diesem Versuch diente die gleiche Quantitat der Eier, 
die in den Atmungstrog mit 0.4 mol. NaOQH-Lésung (aber ohne KCN) 
eines zweiten Manometers gleichzeitig mit den Versuchseiern eingebracht 
wurden. Der O,-Verbrauch der Kontrolleier steigt sehr langsam an 
(vgl. Abb. 2). 
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Abb. 2 
Sauerstoffverbrauch der Eier von Ascaris megalocephala in 2 mol. KCN-Lésung (untere Kurve) 
und im neutralen Medium (obere Kurve). 
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In der vorangehenden Arbeit sprachen wir die Vermutung aus 
daB die Phase des erhéhten O,-Verbrauchs durch die ersten klein 
Anteile von KCN, welche die Membran in der ersten halben Stun 
des Versuchs durchdringen, hervorgerufen ist. Erst nach mehreren 
Stunden wird die Menge des in das Ei diffundierten KCN groB genug 
sein, um die Atmung stark zu hemmen. Aber zu gleicher Zeit wird ein 
Gleichgewicht zwischen den ungleichen KCN-Konzentrationen im Ei 
und im auberen Medium eintreten, und der minimale O,-Verbrauch 
stellt sich ein. 

Der Verlauf des Prozesses und dessen Einzelheiten lassen sich 
besser ersehen, wenn wir die Versuchstechnik etwas modifizieren 

Die Messung des O,-Verbrauchs, die stiindlich ausgefiihrt wird 
erlaubt uns nicht, genau zu erkennen, wann die Atmung anfiangt zu 
steigen und nach welcher Zeit vom Beginn des Versuchs sie ihre maximale 
GréBe erreicht. Die Bestimmungen des O,-Verbrauchs in 30- und 
20 minutigen Intervallen zeigen, dab die Steigerung der Atmung nach 
der Zufiigung des KCN nicht plétzlich geschieht. 

In unserer ersten Arbeit schrieben wir: ,,In den ersten 30 Minuten 
nach der Zufiigung des Cyanids steigt die Atmung schnell an. In den 
nachfolgenden 30 Minuten bleibt der O,-Verbrauch auf demselben 
Niveau, 6fters aber zeigt sich eine Tendenz zur Verminderung (17).* 

Jetzt aber kénnen wir sagen, daB das Atmungsmaximum auf einen 
ganz konstanten Zeitraum von der Zufiigung des KCN an gerechnet 
fallt. Es sollen 40 bis 50 Minuten vergehen, bis die Atmung der in 2 mol 
KCN-Lésung eingebrachten Eier ihre maximale Grobe erreicht. Wenn 
man die Bestimmung des O,-Verbrauchs 5 bis 10 Minuten nach dem 
Zusatz von KCN anfiangt, so wird die Menge des absorbierten O, in 
den ersten 30 Minuten kleiner sein als in den nachfolgenden 30 Minuten 
(Nr. 1, Tabelle I). Das Maximum der Erhéhung fillt also auf die 
zweite halbe Stunde. 

Wenn wir dagegen die Bestimmung des Verbrauchs erst 20 bis 
25 Minuten nach der Zufiigung von KCN anfingen (und das war in 
folge technischer Bedingungen oft der Fall), so erreicht die Atmung 
ihre maximale GréBe schon innerhalb der ersten 30 Minuten (Nr. 3 
Tabelle I). 











Tabelle I. 
Sav erstoffverbrauch in cmm 
Nr 04 mol KOH 0,4mol. KOH + 2mol. KCN 
fog | Baw 3—e d—@ j—¢ rae 7—e 

30’ nun’ wn’ wn wn x” nw 
1 43 42 47 5 42 34 23 
2 4: 44 52 54 45 32 — 
3 38 36 47 44 33 20 —_ 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Sauerstoffverbrauch in cmm 


04mol. KOH + 2mol. KCN 


Nr 
ll—e 12—e 13—e l4—e 15—e 
30’ ww’ ct 30’ w 
l 14 13 12 12 _ 
9 ese 7 % 
3 10 12 10 10 


Eine ahnliche Erscheinung ist in Abb. 3 wiedergegeben. Die beiden 
Portionen der Ascariseier befanden sich mehrere Stunden in 0.4 mol. 
NaOQH-Lésung; dann wurde ihnen gleichzeitig KCN zugefiigt. Die 
Messung des O,-Verbrauchs wurde bei den beiden Portionen ebenso 
gleichzeitig 5 Minuten nach dem Zusatz von KCN angefangen. In 
einer Portion (die untere Kurve) wurde die zweite Messung erst 15 Mi- 
nuten nach der Beendigung der ersten angefangen und in der anderen 
Portion unmittelbar nach derselben; im ersten Falle (die untere Kurve) 
ergibt die zweite Messung schon eine Verminderung der Atmung. 
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Abb. 3. 
Sauerstoffverbrauch zweier Portionen der Eier von Ascaris megalocephala in 2 mol 
KCN.-Lésung (Erklarung siche im Texte). 


Die absolute GréBe der Erhéhung der Atmung variiert also in 
gewissen Grenzen und ist von der Zeit, die von dem Zusatz des KCN 
bis zum Anfang der Messung vergeht, abhangig. 

Wenn wir die Bestimmung des O,-Verbrauchs jede 20 Minuten 
ausfiihren, so laBt sich die Stellung des Maximums noch genauer er- 





mitteln. 
Tabe lle Tl. 
Sauerstoffverbrauch in cmm 
Nr 0.4mol. KOH 04 mol. KOH + 2mol. KCN 
“fs. I=<6 3—e 4—e S—e = 7—<¢ 
20’ 2’ 20’ 20° 20’ 20’ 20’ 
1 40 40 42 50 52 40 34 


S* 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





Sauerstoffverbrauch in cmm 


Nr 04 mol. KOH + 2mol. KCN 
8—e 9—e 13—e 14—e 15—e 
20 20’ 20° 20’ 20’ 


1 26 24 16 13 13 


Der Verlauf der Kurve (Abb. 4) weist darauf hin, da} das Maximum 
der Erhéhung wahrend der dritten 20 Minuten erreicht wird (Tabelle I1) 

Man kann den ProzeB des allmahlichen Eindringens von KCN in 
das Ei auf dieser Kurve verfolgen (Abb. 4). Im Laufe der ersten 
20 Minuten nach dem Anfang des Versuchs (bzw. 25 Minuten nach der 
Zufiigung des KCN) ist in das Ei noch kein Cyanid gelangt, denn die 
Atmung bleibt ganz unbeeinfluBt. Erst in der nachsten 20-Minuten 
periode steigt die Atmung an. 
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Abb. 4. 


Sauerstoffverbrauch der Eier von Ascaris megalocephala in 2,0 mol. KCN-Lésung, Messung des 
Verbrauchs wird je 20 Minuten ausgefiibrt. 


Dieser Versuch bestatigt unsere Vermutung tiber das sehr langsame 
Eindringen des KCN (hier sei daran erinnert, daB die lipoide Membran 
des Eies etwa 5 dick ist und das KCN 2 mol.). 

Erst in den nachfolgenden Stunden macht sich der EinfluB von 
KCN zuerst durch die Steigerung der Atmung und spater durch die 
Hemmung derselben bemerkbar. 

Die Erklarung des Mechanismus der stimulierenden KC N-Wirkung 
ist ziemlich schwierig. Es liegt nahe, anzunehmen, da® die Er 


héhung der Atmung durch die sehr kleinen Mengen (etwa 0.00001 


bis 0,090001 mol.) des KCN bedingt ist. Das durch die lipoide Membran 
diffundierte Cyanid spaltet sich hydrolytisch nach der bekannten 
Gleichung 
KCN + H,O @ KOH + HCN 
" 
K' + OH’ 


indem es freie Blausiiture und Kaliumhydroxyd bildet. 
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Die Blausiure hemmt die Oxydationsprozesse, O H-Ionen dagegen 
teigern dieselben. Aber KCN ist in Konzentrationen bis m ‘500000 
bis m/300000 praktisch wirkungslos, KOH dagegen bei denselben 
Konzentrationen erhéht die Atmung [Anderson (2), Warburg (19)]. 

Die letzte Erscheinung kénnte eine geniigende Erklarung fiir die 
Steigerung der Atmung in der paradoxen Phase geben. 

Um diese Vermutung zu priifen, stellten wir eine Reihe von Ver- 
suchen mit 1 mol. KOH an und fanden, daB das starke Alkali, ebenso 
wie KCN, eine Erhéhung der Atmung von Ascariseiern bewirkt. Die 
ungefiihrten Tabellen I1l und IV und Abb. 5, erlautern das Gesagte. 


Es wurde der O,-Verbrauch von zwei gleichen Portionen der in de- 
stilliertem Wasser befindlichen Eier bestimmt. In diesem Falle verwendeten 

















S 4 —— a —— — — 
§ > ¥ non 
8 20- \ ~ + + + + + + 4 +---44 
§ advetnclentn ts 
$ 50m Qe Qengs omen 0 20s T | 
S | } 
$ yO\— + —+——4 + + + + - ‘ 
| | 
“ ! e : == a (a me l 
SOT ¢ 6 8 0 Wb 8 20 2 4 26 28 (HR 


Versuchsstunder 


Abb. 5. 
Sauerstoffverbrauch der Eier von Ascaris megalocephala in 1 mol. KOH-Lésung (obere Kurve) 
und im neutralen Medium (untere Kurve) 


Tabelle III. 





Sauerstoffverbrauch in cmm 


Imol. KOH 


Destilliertem Wasser 





Nr. : aces 
l—e 2-—e 3—e 4—e 5—e 6—e 7-e i—e 
w KM wy’ ww ww’ » »’ w’ 
l 24 21 24 37 36 30 31 _ 
2 30 80 29 45 40 37 36 36 
In destilliertem Wasser 
la 24 22 24 24 26 24 25 — 
2a | 28 27 28 30 29 28 28 27 
Sauerstoffverbrauch in cmm 
Nr ; a. 1 mol. KOH b 
9—e = 12—e 13—e _— 4l—e 42—e 
ww’ wn’ wn 3 »’ »’ 
1 ie . 30 30 _ 81 81 
2 35 - -- a —_ 35 35 
In destilliertem Wasser 
la | . - 28 28 — 30 31 
- 27 27 


2a | 27 = ies a 
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Tabelle IV. : 
: \ 
Sauerstoffverbrauch in cmm 
Dest. Wasser 1 mol. KOH 
Nr 
Versuchsstunden ut 
1 2 3 4 5 6 7 5 
1 37 35 44 47 42 49 41 
2 38 39 60 51 -- 48 47 
3 48 45 7 67 60 om 60+ 
E ' =e 
In destilliertem Wasser 
2a 38 37 38 39 41 41 
3a 48 46 5) 49 56 
Sauerstoffverbrauch in cmm 
ol. KO 
Nr. as I mol. KOH 7 
Versuchsstunden 
24 25 2» 0 51 
1 36 36 , 
2 4 43 45 — 45 43 Z 
In destilliertem Wasser 
2a -- 42 43 43 43 45 
3a - 69 60 — 
wir den Atmungstrog mit dem Einsatz, welcher Kalilauge enthielt. Nac} 
mehreren Kontrollbestimmungen des O,-Verbrauchs wurde der Atmungs 
trog eines Manometers umgeschiittelt, so daB das KOH aus dem Einsatz u 
in den groBen Raum des Troges gelangt und eine Lésung von vorher be d 
rechneter Konzentration bildete. Dann wurde die Atmung wieder ge d 
messen. 

In der ersten Stunde nach der Zufiigung des KOH steigt die \ 
Atmung stark an. Im Laufe der nachsten 2 bis 3 Stunden sinkt die z 
Kurve allmahlich; aber die Atmung verbleibt doch auf einem erhéhten 
Niveau. Die Eier kénnen jetzt in 1 mol. KOH-Lésung eine Woche lang fe 
bleiben, ohne da{ sich die Atmung andert und die Entwicklung aufhért 
KOH bewirkt also, ebenso wie KCN, eine Steigerung der Atmung 
und die Anfangsstadien ihrer Wirkung sind identisch. Doch erreicht 
die Konzentration des in das Ei diffundierten KOH die schadlichen 
GréBen nicht. KCN dagegen hauft sich mit der Zeit in solcher Menge 
an, wahrscheinlich infolge seiner besseren Léslichkeit in den Lipoiden 
im Ei, daB die Atmung stark gehemmt wird. 

Wenn wir abwarten, bis die Atmung der in KO H-Lésung gebrachten 
Eier eine konstante GréBe erreicht (was einige Stunden nach der Zu- 
fiigung des KOH geschieht), und ihnen KCN zufiigen, so steigt dis 
Atmung zum zweiten Male wieder an und sinkt dann endgiiltig bis 
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im fiir die angewandte KCN-Konzentration gewéhnlichen Minimum 
\bb. 6). 

Betrachten wir noch einen Umstand, der mit der Durchlassigkeit 
ler Eimembranen fiir KCN verbunden ist. 
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versuchssturiaer 
Abb. 6. 
Sauerstoffverbrauch der Eier von Ascaris megalocephala im neutralen Medium (untere Kurve) und 
in 1 mol. KOH-Lésung (obere Kurve). Beiden Portionen wird spater KCN zugefiigt 


Die konstante minimale GréBe der Atmung, die sich nach der 
Zufiigung des KCN einstellt, hingt von der Konzentration desselben 
in dem auBeren Medium ab. So wird z. B. die Atmung: 


in 3,2 mol. KCN auf 70 bis 75°, gehemmt 


s aes BS. Ba OF “ 
» OS . BOR . &, OF “ 
» O04 , KCK 35 ,, 40% = usw. (18). 


Die unvollkommene Oxydationshemmung in starken KC N-Konzen- 
trationen kann man am besten dadurch erkliren, wenn wir annehmen, 
das das KCN sehr schwer die lipoide Membran durchdringt und infolge- 
dessen die Menge des Cyanids im Ei sehr klein ist. 

Wenn wir eine CN-Verbindung auffinden kénnten, die die lipoide 
Membran besser als KCN durchdringt, so ware ein ganz anderer Effekt 
zu erwarten 

Es lag nahe, die Blausiure selbst zu priifen; wir fiihrten das in 
folgender Versuchsreihe durch. Zwei gleiche Portionen der Ascaris- 
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Abb. 7 
Sauerstoffverbrauch der Eier von Ascaris megalocephala im sauren Medium mit verschiedenen 
Quantitaten der Saure und gleicher Menge des Cyanids 
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eier wurden in 0,01 mol. bzw. 0,001 mol. HCl eingebracht. Nach 
mehreren Kontrollbestimmungen.des O, Verbrauchs wurde den beiden 
Portionen 2 mol. KCN zugefiigt. Hs war keine Steigerung der Atmuny 
zu bemerken. Beide Kurven sanken schnell, und nach 3 bis 4 Stunde: 


war der O,-Verbrauch gleich Null geworden (vgl. Abb. 7). 


Tabe lle £ 





Sauerstoffverbrauch in cmm 








Ver on Se In 2 mol. KCN 
1 e 2-—e 3-6 4—-e | 8 -@ 6 . 9 e 
ww »’ » w wn w»’ w 
04mol. KOH . 46 48 57 59 49 35 - 
0,001 mol. HCl. 50 47 42 28 17 . 8 
0,01 mol. HCl ‘ 48 47 20 13 6 3 Spuren 





Sauerstoffverbrauch in cmm 
In 2mol. KCN 


a o—e we N—e 12—e 13— 
’ ny ww 30’ wn’ 0’ 
O4mol. KOH . —- 20 -— - 15 15 
0,001 mol. HCl . 6 4 Spuren  Spuren 
0,01 mol. HCl . Spuren 


Also in etwa 0,01 bzw. 0,001 mol. Konzentration wirkt die Blau 
siure bedeutend starker als das 200- und 2000 mal so konzentrierte 
KCN. DaB es sich hier um die spezifische Wirkung der Blausiure 
handelt, sieht man schon daraus, daB in 0,01 mol. HC] + 2 mol. KCN 
die Kurve schneller als in 0,001 mol. HCl+-2 mol. KCN  sinkt 
Umgekehrt, wenn wir die gleichen Konzentrationen der Salzsdiure nehmen 
und verschiedene Quantitdten des C yanids zufiigen, so dab in einem Troge 
0,1 mol. KCN-Lésung sein wird, und in dem anderen 2 mol., so werden 
die Kurven des O,-Verbrauchs in beiden Portionen gleich schnell sinken 
(vgl. Abb. 8). 
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Sauerstoffverbrauch der Eier von Ascaris megalocephala im sauren Medium mit gleicher Menge 
der Siure und verschiedenen Quantitaten des Cyanids. 
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Tabelle VI. 





Sauerstoffverbrauch in cmm 


0,01 mol. HCl Nach dem Zusatz von KCN 
l—e 2-—e 3—e 4—e 5—e 6—e 7j-e S-—e 
w’ ww’ x ww’ nY x wy » 
0.01mol. HCl 
+01 mol. KCN 43 41 22 16 9 + 2 Spuren 
0,01 mol. HCI 
+20mol. KCN 41 40 20 13 8 3 Spuren . 


Die Wirkung der Blausiure hangt also von der Menge des KCN 
nicht ab und ist nur durch die Menge der HCl, welche aus dem Cyanid 
HCN austreibt, bedingt. 


Endlich stellten wir eine Reihe von Versuchen an, die zu entscheiden 
suchten, ob das KCN sich auf der Oberfliche der Eier oxydieren (und 
damit die Steigerung der Atmung vortéuschen) konnte. Die Oxydation 
der sonst resistenten Substanzen, wie Aminoséuren, Oxalséiure usw., auf 
der Oberflache von Blutkohle ist gut bekannt [ Warburg (20) (23), Warburg 
und Negelein (29), Blaschko (4)|. Die Versuche von Warburg zeigen, dab 
das KCN auf der Kohlenoberfliche oxydiert wird, wenn auch nicht seh 
intensiv (23) (25). Aber da die Oberfliche von 0,1 g Eiern viel kleiner als 
diejenige von 1 g Blutkohle ist, so wird die Wahrscheinlichkeit der Oxydation 
des Cyanids praktisch Null sein. Direkte Versuche bestatigen das. 


Tatelle VII. 





Sauerstoffverbrauch in cmm 


0,4mol. NaOH 


0,4 mol. NaOH 2 mol. KCN 


i—e | 2—e | 3—e | 4—0 | S—e | 6—e | 7—0 | 8—e 
»’ wn’ w 0’ wn nn w w 
Mit Alkohol getétete 
Me Neosat ee? gL 36 29 17 15 10 10 10 12 
pee. cs se 13 15 12 13 15 12 13 12 
0,4 mol. NaOH ohne Cyanid 
ee et 24 20 15 8 be Ss 6 5 


Tabelle VIII. 





Sauerstoffverbrauch in smm 


04 mol. KOH 0,4 mol. KOH +2 mol. KCN 
l—e 2—e aa 3—e 4-—e 
0’ 3 30’ w’ 
Durch hohe Temperatur 
getotete Kier . 6 6 4 4 
Dasselbe 8 8 7 5 
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Die durch Erhéhung der Temperatur getéteten Eier verbrauchen den 
Sauerstoff, wenn auch bedeutend weniger als die lebendigen [vgl. auc} 
Warburg und Meyerhof (28)|. Aber der O,-Verbrauch dieser Eier erhdéht 
sich nicht, wenn wir ihnen KCN zufiigen. In dieser Beziehung stimme: 
unsere Versuche mit den Ergebnissen unserer ersten Arbeit iiberein (1. ¢. 


IV. 

Die angefiihrten Versuche bestatigen unsere Vermutung tiber das 
Wesen der unvollstandigen Atmungshemmung bei den Ascariseiern 
Nur dank der lipoiden Membran, die fiir KCN schwer durchlassig ist 
behalten die Eier in héchsten Konzentrationen des Cyanids eine kon- 
stante AtmungsgréBe. Die Versuche mit HCN (bzw. KCN — HCl 
beweisen sehr eindeutig, dal} dieselbe auf die Eier von Ascaris sehr 
stark oxydationshemmend wirkt. In diesem Sinne bilden die Ascaris- 
eier keine Ausnahme in der Reihe anderer Zellarten. Die lipoide halb- 
durchlassige Membran schiitzt die Eizelle vor den meisten Salzen, 
anorganischen Siuren und Basen. Die Blausaure diffundiert durch die 
lipoide Membran sehr leicht und hemmt die Oxydation vollstandig 
KCN, welches in seiner Wirkungsweise der Blausiure ahnlich ist, 
durchdringt dagegen die Membran sehr langsam, erreicht im Ei keine 
groBe Konzentration und hemmt die Oxydationsprozesse infolgedessen 
nicht vollstandig. 

Der Unterschied in der Wirkung des KCN und HCN beruht auf 
den verschiedenen Diffusionsgeschwindigkeiten der Saure und _ ihres 
Salzes durch die halbdurchlissige Membran. In dieser Beziehung 
stimmen unsere Versuche mit den Ergebnissen von Brinley (5) (6) 
iiberein, der zeigte, da die Blausaure im sauren Medium (py < 5) die 
tierische halbdurchlassige Membran (Froschhaut) gut durchdringt und 
dagegen dieselbe Membran fiir HCN in einem Boratpuffer bei pg > % 
(bzw. fiir NaCN) fast vollstandig undurchlassig ist. Die schwerere 
Durchlassigkeit der Eimembran von Ascaris fiir KCN verursacht eine 
sehr eigentiimliche Erscheinung, die Steigerung der Atmung in den 
Anfangsstadien der Cyanidvergiftung. Die sogenannte paradoxe Phase 
fangt 40 bis 50 Minuten nach der Zufiigung des Cyanids an und ist durch 
die in das Ei diffundierten kleinen Mengen KCN, das sich hydrolytisch 
spaltet, bedingt. Die unmittelbare Ursache der Atmungssteigerung 
sind nicht CN’- sondern K- bzw. OH’-Ionen. 

Die Fahigkeit der O H-Ionen, biologische Prozesse zu beschleunigen 
ist seit langem bekannt. 


Loeb (15) sprach die Vermutung aus, daB die Alkalien die Oxydations- 
prozesse erhéhen und infolgedessen auch die Entwicklung der Eizelle 
beschleunigen. Loeb und Wasteneys (16) zeigten, daB die Oxydations- 
prozesse des Seeigeleies in einem alkalischen Medium sich wahrhaftig 
erhéhen. Die Versuche von Warburg (19) stellten fest, daB der Sauerstoff- 
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rbrauch der Strongylocentrotuseier bei der Anderung der aktiven 
teaktion von px 6,0 bis pu 8,0 und py 11,0 sechsmal so hoch 
wird. L. Anderson (2) beobachtete, daB die Atmung der Planarien bei der 
\lkalisierung der Lésung von pq = 7,6 bis 7,8 bis py 8,6 bis 8,8 auf 
30 bis 40°, steigt. 

In unserem Falle ist die Verschiebung der aktiven Reaktion nach 
ler alkalischen Seite, infolge der hydrolytischen Spaltung der in das 
i gelangten KCN, unzweifelhaft. Ein starkes Alkali — KOH 
erhéht die Atmung in den Anfangsstadien seiner Wirkung ebenso wie 
Cyanid. 

Aber KCN in einem sauren Medium, bzw. HCN, bewirkt keine 
Steigerung der Atmung. 

Diese Tatsachen und Uberlegungen machen unsere Vermutung 
iiber den Anteil der OH-Ionen an der Steigerung der Atmung bei der 
K CN-Wirkung auf der Zelle héchst wahrscheinlich. Jn der ersten Phase 
der Vergiftung wird die Atmung nur von den OH-lonen beeinflupt, und 
erst spdter kommt die spezifische Atmungshemmung durch die C N-CGiruppe. 

Ein ahnlicher Fall lag wahrscheinlich in den Versuchen von Miss 
Hyman (11) vor, die die Erhéhung des O,-Verbrauchs der Planarien 
in den ersten 30 Minuten nach der Zufiigung von m/150000 KCN 
notierte. Diese Erhéhung der Atmung konnte durch die Verschiebung 
der aktiven Reaktion nach der alkalischen Seite erklirt worden sein. 

Andere Autoren, die mit demselben Objekt wie Hyman arbeiteten, 
fanden aber keine Steigerung der Atmung in den Anfangsstadien der 
KCN-Vergiftung [vgl. Allen (1), Child (8), Buchanan (7)|. Aber es ist 
leicht zu sehen, daB die genannten Autoren (Buchanan) zu anderen Er- 
gebnissen nur infolge Anwendung einer anderen Versuchsmethodik gelangt 
sind. Buchanan, der nach der Winklerschen Titrationsmethode arbeitete 
und die erste Bestimmung 2 Stunden nach dem Einbringen der Objekte 
in n/25000 KCN ausfiihrte, konnte natiirlich die Atmungssteigerung am 
Anfang der Vergiftung iibersehen; auBerdem kann man annehmen, daB 
diese Phase bei Planarien sehr kurz sein wird, da das Cyanid den parenchy- 
matésen Kérper derselben schnell durchdringen soll, und die Periode, in 
der die Mengen von KCN im Ké6rper noch klein sind, wird von kurzer 
Dauer sein. Hyman machte dagegen die erste Bestimmung des O,-Ver- 
brauches 30 Minuten nach dem Anfang des Versuches und stellte eine 
Steigerung der Atmung fest. 

Die Erhéhung der Atmung unter dem Einflu’ von Cyaniden be- 
merkten auch Emerson (9) und O. Warburg (21) (22). In den Versuchen 
von O. Warburg war die aktive Reaktion der Lésung, in der sich die 
Objekte (Chlorella) befanden, gleich py = 9,36. Es ware nicht unméglich, 
daB diese beiden Erscheinungen miteinander verkniipft sind. 

Durch atmungsférdernde Eigenschaften des Cyanids kann man vielleicht 
die Ergebnisse der Versuche von Karezag und Csaba (12) und Karezag und 
Németh (13) erklaren; diese Autoren fanden, daB bei der Injektion von 
pramortalen Dosen des KCN die Geschwiilste carcinomatéser Mause sich 
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verminderten und manchmal sogar verschwanden. Da die Konzentrat i: 


des Cyanids im Kérper nicht gro8 sein konnte, so ware eine Steigerung 


der Atmung von allen Geweben zu erwarten. Wenn die Atmung <i 
Carcinoms ebenso gesteigert wird, so vermindert sich nach der von Warby 
festgestellten GesetzmaBigkeit [die Garung steigt,-wenn die Atmung sinkt (27 
und umgekehrt]} die anaerobe Spaltung in derselben, und die Zellen verlier: 
ihren bésartigen Charakter. 

Die Reihe der eben besprothenen Versuche spricht dafiir, daB di: 
Physiologie des mit KCN vergifteten Protoplasmas viel komplizierte 
ist, als man es erwarten konnte. 

Bei gewissen Bedingungen, nimlich in kleinen Konzentratione: 
ist das KCN nicht nur eine atmungshemmende, sondern auch ein 
atmungsférdernde Substanz. Die letzte Eigenschaft ist mit den 
alkalischen Eigenschaften des KCN verbunden. 
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Untersuchungen iiber den Einflub 
der sympathischen Innervation auf Phosphat- und Kreatinin- 
gehalt der quergestreiften Muskulatur des Saugetiers. 


Von 
Werner Schmid. 
Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.] 
(Eingegangen am 25. Juli 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 

Die schon mehrfach in friiheren Arbeiten des Berner Physiologischen 
Instituts tiber die Frage der sympathischen Innervation der, Willkiir- 
muskulatur gediuBerte Ansicht, daB eine Kluft vorhanden sei zwischen 
der Sicherheit des anatomischen Nachweises der sympathischen Inner- 
vation der willkiirlichen Muskulatur und der Einsicht in die physiologische 
Bedeutung dieser Innervation, besteht immer noch zu Recht. Sehr 
wenige von den Feststellungen, die tiber den angeblichen Einflu8 des 
Sympathicus auf die quergestreifte Muskulatur gemacht worden 
sind, blieben vollstindig ohne Widerspruch. Ohne auf die Literatur 
des Gegenstandes naher einzutreten, will ich mich auf die Be- 
merkung beschranken, dai auch die Arbeiten, die im Berner Physio- 
logischen Institut iiber das in Rede stehende Problem gemacht wurden, 
je nach der ausgefiihrten Methode und dem zeitlichen Zustand der 
Erfahrung zu Beobachtungsresultaten gelangten, nach denen in den 
einen Arbeiten ein gewisser EinfluB} auf mechanische Leistungen er- 
kennbar zu sein schien, in den anderen aber ein solcher durchaus nicht 
offenbar wurde. 

In jiingster Zeit kamen zwei Reihen von Beobachtungen zum Vor- 
schein, welche eine Inangriffnahme des Problems der sympathischen 
Innervation der Muskulatur von neuen methodologischen Gesichts- 
punkten ermdglichten. 

Die eine Beobachtungsreihe war diejenige, welche Orbeli! gemacht 
hat; es handelt sich um die interessanten und beachtenswerten Ex- 


1 Festschrift fiir J. P. Pawlow, Leningrad 1924. 
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perimente, die zu dem Resultat fiihrten, dab der Sympathicus zwar 


nicht auf die mechanischen Leistungen des frischen Muskels, woh 
aber auf die mechanischen Leistungen des ermiideten einen deutliche: 
EinfluB hatte. Orbeli kam zu einer Auffassung, die er in pragnante: 
Weise dadurch ausdriicken wollte, daB er dem sympathischen Nerven 
auf die willkiirliche Muskulatur den gleichen EinfluB einraumte, wir 
sie der Accelerans auf das Herz hat. Die von Orbeli gemachten An 
gaben konnten mit einer verbesserten Methodik bei Ausfiihrung vo. 
Ermiidungsversuchen durch Maihach' vollinhaltlich bestitigt werden 
AubBerdem konnte Maibach zeigen, daB auch Adrenalin in genau de: 
gleichen Weise wirkt wie die Reizung des sympathischen Nerven 
nimlich wahrend einer gewissen Zeit der Ermiidung des Muskels entgegen- 
wirkend. So sicher diese Feststellungen waren, so besagen sie doch noch 
wenig tiber den eigentlichen Mechanismus der Einwirkung. Was wi: 
sehen ist ein Symptom der sogenannten Ermiidung, ein Symptom 
welches die mannigfachsten Ursachen haben kann. 

Es war nun eine zweite Beobachtungsreihe vorhanden, welche 
die Hoffnung erweckte einen Weg zu finden, der tiber den Mechanismus 
der Einwirkung des Sympathicus auf die quergestreifte Muskulatur 
AufschluB geben konnte. Es waren dies Erfahrungen, die scheinbar 
einem von vorliegendem Problem abliegenden Gebiet angehéren. Bei 
ihren Untersuchungen iiber die sekretorische Innervation der Schild- 
driise fanden Asher und Pfluger?, daB das Fehlen der Innervation der 
Schilddriise einen starken EinfluB auf die Permeabilitat, insbesonder 
der quergestreiften Muskulatur, hatte. Da nun das innere Sekret der 
Schilddriise einen tiberwiegenden EinfluB auf die sympathisch inner- 
vierten Organe besitzt, konnte daran gedacht werden, daB der Sym- 
pathicus auf die Permeabilitaét des quergestreiften Muskels einen Einflul 
besibe. 

Sobald man einen solchen Einflu8 annimmt, ist aber noch ein 
anderer AnschluB gegeben, nimlich der AnschluB an die Permeabilitat 
des Muskels insonderheit im Ermiidungszustand. Die Embdensche 
Schule hat in sehr iiberzeugender Weise gezeigt, daB ein allgemein 
physiologischer Ausdruck beginnender Ermiidung die erhéhte Permea- 
bilitat fiir Phosphate ist. 

Die hier dargelegten Gesichtspunkte sind diejenigen, auf welche 
sich der nachfolgende Versuchsplan aufbaute, dessen Ausfiihrung ic!) 
auf Anregung von Professor Asher unternahm. 

Es sollte untersucht werden, ob das Vorhandensein des Sympathicus 
einen EinfluB oder NichteinfluB auf den Phosphatgehalt der Muskulatur 


1 C. Maibach, Zeitschr. f. Biol. 88, 1928. 
* Ebendaselbst 87, 115, 1928. 
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Phosphat- und Kreatiningehalt der quergestreiften Muskulatur. 


nes Saugetiers, und zwar der Ratte habe. Die Ratte wurde gewahlt, 
veil bei diesem Tiere ein methodologischer Gesichtspunkt beriicksichtigt 
verden konnte, der in allen bisherigen Arbeiten zur Frage des etwaigen 
Kinflusses des Symphaticus auf die Biochemie des Muskels keine Be- 
riicksichtigung erfahren hatte. Die Ratte ist dasjenige Tier, bei dem man 
die Nebennieren vollstandig entfernen und doch das Tier dauernd am 
Leben erhalten kann. Es ist klar, da} seitdem durch die Untersuchungen 
von Gruber, Cannon und Nice sowie Maibach bekannt ist, daB das 
\drenalin einen Einflu8 auf die willkiirliche Muskulatur im Ermiidungs- 
zustand ausiibt, die bloBe Exstirpation des Sympathicus methodologisch 
ungeniigend ist, weshalb allen Alteren Arbeiten keine Beweiskraft 
innewohnt, selbst wenn deren Befunde, was zugegeben werden mul, 
richtig waren. 

In dem nachfolgenden Abschnitt tiber die Methodik setze ich aus- 
einander, weshalb ich mich auf die Bestimmung des anorganischen 
und organischen Phosphats beschrinken mubte und zurzeit auf die 
Bestimmung des Kreatinphosphats (-- Phosphagen) verzichtete. 

AuBer den Phosphaten aber habe ich noch das Kreatin als Kreatinin 
bestimmt. Die Beziehungen zwischen Sympathicus und Kreatin sind 
bekanntlich diejenigen, welche, historisch gesprochen, die Lehre von der 
sympathischen Innervation des Muskels inauguriert haben. Auch hier 
ist es so gegangen wie bei allen anderen Untersuchungen auf diesem 
Gebiete, ganz bestimmte positive und ganz bestimmte negative An- 
gaben. Der Hauptgrund, weshalb ich nochmals die etwaigen Beziehungen 
des Sympathicus zum Kreatingehalt des Muskels untersucht habe, 
war der, da alle anderen Autoren die Untersuchungen an Tieren mit 
Nebennieren gemacht hatten, was methodologisch nicht richtig war. 

Die Einzelheiten meines Versuchsplans, dessen Hauptproblem 
darin bestand, am gleichen Tiere Muskeln zu untersuchen, deren 
sympathische Innervation anatomisch feststeht und den Vergleich zu 
erstrecken auf normale und sympathicuslose Tiere mit und ohne Neben- 
nieren, gehen klar aus meiner nachfolgenden Darstellung der Methodik 
der Arbeit hervor. 

Methodik. 

Die auBerordentliche Widerstandsfahigkeit der weiBen Ratten als 
Versuchstiere lieB sie in einem groBen Prozentsatz den dreifachen operativen 
Eingriff gut iiberstehen. Immerhin schien mir innerhalb dieser Tierart 
die Resistenz der Albinos im Vergleich zu den anderen herabgesetzt zu 
sein, sowohl gegen Morphium als auch gegen den operativen Schock. 


Die Fragestellung forderte an operativen Eingriffen: 

1. Ausschaltung der sympathischen Innervation von Muskeln einer 
Seite (die andere, normale Seite sollte als Vergleich dienen). 

2. Ausschaltung der sympathischen Innervation von Muskeln einer 
Seite, verbunden mit Herausnahme beider Nebennieren. 
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Die chemischen Untersuchungen des Muskelfleisches erstreckten sich auf 

1. (M.-Bestimmung M. = Mikro) des anorganischen Phosphats. 

2. M.-Bestimmung des Gesamtphosphats durch Veraschung. 

3. M.-Bestimmung des Kreatinins. 

Die Absicht, auch das Kreatinphosphat (= Phosphagen) nach Fisk 
und Subbarow', sowie P. und G. P. Eggleton? in meine Untersuchungen 
einzubeziehen, muBte fallen gelassen werden. Der Zerfall des Kreatin- 
phosphats geht mit solcher Geschwindigkeit vor sich, da® nie quantitatiy 
genaue Werte des ,,wahren‘ anorganischen Phosphats (Lohmann), somit 
auch, als Differenz zwischen diesem und dem gesamtanorganischen Phosphat, 
des Phosphagens zu erhalten sind, wenn nicht dessen Stabilisierung gerack 
im Moment des Todes gelingt. Fiir die vorliegende Arbeit kam zum Ver- 
gleich des Gehalts beider Seiten einzig eine quantitative Methode in Betracht. 
Zurzeit besteht aber noch kein Verfahren, das eine quantitative Bestimmung 
des Phosphagens zulie8 und dadurch die Ausarbeitung einer Mikrometho« 
in der vorliegenden Arbeit gestattet hatte. 


Zur Untersuchung wurden in allen Versuchsreihen einerseits der Mas 
seter der linken und rechten Seite, andererseits die Unterzungenmuskeln der 
linken und rechten Seite herangezogen. Die Wahl fiel auf diese Muskel- 
gruppen, weil 

1. der Halssympathicus bei der Ratte operativ leicht anzugehen ist, 

2. durch dessen Durchtrennung verbunden mit Exstirpation des 
Ganglion superius die sympathische Innervation mit Sicherheit 
ausgeschaltet werden kann, 

3. die Tatigkeit dieser Muskelgruppen durch die normale Nahrungs- 
aufnahme aufrechterhalten wird, 

4. diese Tatigkeit dabei linker wie rechter Seite dank des Ansatzes 
am Kiefer in genau dem gleichen MaBe zukommt, zwangsmabBig 
vor sich gehen mu, wenn man eine Schwachung einer Seite durch 
Ausschaltung des Sympathicus annehmen will. 

Diese beiden letzten Punkte waren ausschlaggebend. Sie sind vor 
allem wichtig fiir den Vergleich der Muskeln epinephrektomierter Tiere, 
die gegen Muskelarbeit sehr empfindlich sind und sie nach Méglichkeit 
einschranken. Hier gewahrleistet uns eine bei diesen Tieren gute Nahrungs- 
aufnahme eine beidseitig normale und gleiche Muskelaktion unter physiolo- 
gischsten Bedingungen, dadurch einen vollkommenen BlutzufluB und Blut- 
abflu8 und somit Vitalprozesse innerhalb der Zellen, die den normalen 
gleichkommen mit zwei Ausnahmen, die hier auch beabsichtigt sind, dab 
den Kau- und Zungenmuskeln einer Seite die sympathische Innervation 
fehit, und da8 fiir den Organismus das Adrenalin ausgeschaltet ist. 


A. Operative Technik. 

1. Sympathicus. Das Tier erhalt 0,2cem 1° ige Morphiumlésung 
subkutan. (Ratten, denen 0,3 bis 0,4cem injiziert wurde, gingen 6 bis 
10 Stunden nach der Operation ein.) 1/, Stunde nach der Injektion wird 
das Tier an den Extremititen gefesselt, aufgebunden, Kopf und Schwanz 
gut fixiert. Da der Sympathicus, von Driisengewebe iiberlagert, sehr tiet 





1 OC. H. Fiske und Y. Subbarow, Science 65, 401, 1927. 
2 P. und G. P. Eggleton, Biochem. Journ. 21, 190, 1927. 
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gt, wird der Hals durch ein untergeschobenes Wattekissen gehoben. 
Die Haare werden mit der Schere kurz geschnitten, das Operationsfeld 
isiert, mit Benzin entfettet und mit Jod bepinseit. Operation: Haut- 
hnitt, Durchtrennung der Fascie, Lésen des Driisengewebes mit stumpfen 
Finder und Hiniiberschieben nach der anderen Seite bis iiber die Median- 
nie, Aufsuchen des Sympathicus vor dem Vagus. Der Sympathicus wird 
mit feiner gekriimmter Pinzette gefaBt, mit der Schere durchtrennt und 
ein Stiick herausgeschnitten, das Ganglion superius exstirpiert und die 
Wunde geschlossen durch Fasciennaht und Hautnaht. Die Haut erhilt 
lann Jodanstrich und wird mit Kollodium abgedichtet. 

2. Nebennieren. Die Epinephrektomie wurde, wie dies im Berner 
Physiologischen Institut bei den Arbeiten iiber die Nebenniere in letzter 
Zeit immer geschehen ist, zweiseitig ausgefiihrt mit einem Intervall von 
10 bis 14 Tagen, da sie die besten Resultate ergibt. Zuerst erfolgte immer 
Entfernung der rechten Nebenniere, da dieser Ejingriff schwerer aus- 
zufiihren ist wegen der Nachbarschaft der Leber. In allen Versuchen der 
dritten Reihe (s. unten) wurde Sympathicusoperation und Wegnahme der 
rechten Nebenniere in einer Sitzung vorgenommen, nach dem Erholungs- 
intervall die Entfernung der linken Nebenniere. Der Eingriff erfolgte auf 
dem Lumbalwege. Es hat dies den Vorteil, daB dabei das Peritoneum un- 
eréffnet bleibt. 

Nach Injektion von 2cem 1° iger Morphiumlésung (bei Entfernung 
der zweiten Nebenniere im Maximum 1,5cem, da die nebennierenlosen 
Ratten gegen Morphium bedeutend empfindlicher sind) wird das Tier aut- 
gebunden und wie unter |. vorbereitet. Operation: An der untersten Rippe 
beginnend, wird in einer Entfernung von 1,5 em von der Wirbelsaéule parallel 
der Medianlinie nach unten durch einen Schnitt von 2cem Lange Haut und 
Fascie durchtrennt. Die Muskelplatte wird mit einer Pinzette in die Héhe 
gehoben und ein kurzer Schnitt eréffnet jetzt die Bauchhéhle. Diese kleine 
Schnitt6éffnung wird nach oben und unten mit der Schere vorsichtig er- 
weitert. Das bei den einzelnen sehr heftigen Inspirationen stets vordrangende 
Fettgewebe mu8 mit einem breiten Spatel zuriickgehalten werden. Mit 
einer feinen, gekriimmten Pinzette wird das am oberen Nierenpol gelegene 
perineale Fettgewebe langsam hervorgezogen. Darin befindet sich die 
Nebenniere als graubraunes Knétchen von | bis 2mm Durchmesser. Das 
Gewebe zwischen Niere und Nebenniere wird mit einer Pinzette festgeklemmt, 
so daB dadurch beide Organe voneinander getrennt sind, mit einer zweiten 
Pinzette die Nebenniere aus dem Fettgewebe ausgeschalt, der Stiel mit der 
Schere durchtrennt und kontrolliert, ob alles entfernt. Die Wunde wird 
geschlossen durch Knopfnaihte in drei Lagen: Muskel, Fascie, Haut; dann 
Jod und Kollodium. 

Eine Ligatur erwies sich bei der Wegnahme der Nebenniere als iiber- 
fliissig. Eine Blutung trat bei keinem der operierten Tiere auf, da die 
GefaBe durch das Quetschen mit der Pinzette in jedem Falle so weitgehend 
geschadigt waren, daB8 Gerinnung eintrat. 

Operierte Tiere wurden einzeln in Kafigen untergebracht, da ein Auf- 
nagen der Naht durch ein zweites Tier vorkommen soll. Sonst sind die 
gewohnlichen Bedingungen in Fiitterung und Wartung einzuhalten. Eine 
besondere Pflege erfordern nur die Tiere nach beidseitiger Epinephrektomie. 
Sie erhalten eine Heuunterlage und warmen Aufenthaltsraum. Die besten 
Resultate erzielte ich durch Nebeneinanderstellen der Einzelkafige und 
Bestrahlung von der Seite oder von oben mit einer Reihe Kohlenfaden- 
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gliihlampen wahrend zwei- bis dreimal 24 Stunden. Futter wurde de 


Tieren erst 24 Stunden nach der Operation wieder gereicht, dagegen muti 


reichlich fiir Trinkwasser gesorgt werden. 


B. Chemisch-analytischer Teil. 

Die Tiere werden durch Nackenschlag getétet. (Eine Ausnahny 
machen diejenigen der Reihe 4, s. dort). Dann wird fiir méglichst voll 
standiges Ausbluten gesorgt, mit Schere und Messer Kau- und Hals- 
muskulatur freigelegt und ausgeschnitten. Da nur die homologen Muskeln 
eines Tieres in ihrer chemischen Zusammensetzung einander praktisc! 
gleich sind, werden bei jeder Analyse einander gegeniibergestellt : 

Masseter links —- Masseter rechts (mit je einem Gewicht von 0,5 bis 0,6 g). 

Unterzungenmuskulatur links — Unterzungenmuskulatur rechts (mit 
je einem Gewicht von etwa 0,4 g). 

Alle chemischen Untersuchungen sind Mikrobestimmungen und be 
ruhen auf dem Vergleich von vier Versuchslésungen (Masseter links /Massete1 
rechts/Untergungenmuskulatur links /Unterzungenmuskulatur rechts) mit 
einer Standardlésung, und zwar kolorimetrisch fiir anorganisches Phosphat 
und Kreatinin, nephelometrisch fiir Gesamtphosphat. 


1. Bestimmung des anorganischen Phosphats. Das anorganische Gesamt 
phosphat wurde bestimmt nach der Methode von Fiske und Subbarow! 
und in der Versuchsanordnung von Lohmann und Jendrassik®. Aus den 
vier genau gewogenen Muskelportionen von je etwa 0,2 g wird je ein Extrakt 
hergestellt, mit gleichem Volumen 7°(iger Trichloressigsaure das Eiweils 
gefallt, auf genau 30 ccm aufgefiillt, mit Aqua dest. und filtriert. 20 ccm 
der Filtrate werden in vier 50-cem-MeBkélbchen zur Seite gestellt. 

Als Vergleichslésungen sind bestimmt je 80cem Standard-Phosphat - 
lésung [(Na, HPO, + 12 H,O) 302,9mg gelést in 1000cem Aqua dest. 
lcem dieser Lésung = 0,06 mg P,O,;] in zwei 50-cem-MeBkélbchen, unter 
Zusatz der gleichen Menge Trichloressigséiure, die sich in den Versuchs- 
lésungen befindet (gefunden durch Titration der Filtratreste), um denselben 
Sauregrad wie die Versuchslésungen zu erhalten. 

Zu allen sechs MeBkélbchen werden jetzt zugesetzt: 10 cem Molybdat- 
lésung (Ammoniummolybdat 5,0 in 5n H,SO, 200,0) und 2cem Amino- 
naphtholsulfoséurelésung und mit Aqua dest. bis zur Marke aufgefiillt. 
(Aminonaphtholsulfosiure = Eikonogen des Handels, das zuerst einem 
Reinigungsverfahren unterworfen werden muB. Die Aminonaphthol- 
sulfoséurelésung ist hergestellt aus 


Eikonogen, gereinigt 0,5 
NaHSO,, 15 °%ig 195,0 
Na,SO,, 20 %ig 5,0 


Alle Kélbchen kommen zu gleicher Zeit fiir 6 Minuten zuerst in ein 
Wasserbad von 37° C und werden dann gleichzeitig abgekiihlt auf Zimmer- 
temperatur. Die Tiefe der Blaufarbung geht parallel dem Gehalt der Lésung 
an P,O;. Mit den zwei Vergleichslésungen, die in den 50 ccm 0,48 mg P,O, 
enthalten, werden im Kolorimeter die vier Versuchslésungen verglichen. 


1 C.H. Fiske und Y. Subbarow, Journ. of biol. Chem. 66, 375, 1925. 
2 K. Lohmann und L. Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 419, 1926. 
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2. Gesamtphosphat. Es wurde bestimmt durch Veraschung des Muskels 
ind Bestimmung als P,O, nephelometrisch nach der Methode Kleinmann'. 
Die Veraschung der vier abgewogenen Muskelportionen im Verfahren 
on Pincussen® von je etwa 0,1g in Mikrokjeldahlkolben mit 1,0 cem 
<onzentrierter H,SO, + 2,0cem Perhydrol, wird tiber der Flamme sehr 
angsam vorgenommen, und mu in dem Augenblick unterbrochen werden, 
wo kleinere Gasblasen von Sauerstoff und Kohlenséure in groBer Zahl 
wufsteigen, d. h. wenn die Fliissigkeit ein letztes Mal aufschiumt, da sonst 
eine Braunung der Schwefelséure eintritt. Das Erhitzen darf aber auch 
nicht zu kurz sein, da sonst bei der nephelometrischen Ablesung aus dem 
nicht aufgespaltenen Perhydrol O,-Blasen frei werden, die die ganze Be- 
stimmung wertlos machen. Der Inhalt der Mikrokjeldahlkolben wird in 
vier 100-cem-MeBkélbchen iibergegossen und durch mehrmaliges Nach- 
spiilen mit Aqua dest. auch der letzte Rest des P,O, in die entsprechenden 
MeBkélbchen tibergefiihrt. Hierauf wird ihnen je 1 Tropfen 1° ,ige Para- 
Nitrophenollésung zugesetzt, mit 30°,igem NaOH bis zum Farbumschlag 
in Gelbgriin titriert und mit Aqua dest. bis zur Marke aufgefiillt. Wenn 
gut durchmischt, werden von jeder Versuchslésung je 5cem in 50-cem- 
MeBkélbchen eingebracht. 

Zur Herstellung der Vergleichslésungen werden in zwei weitere 50-cem- 
MeBkélbchen je 5cem Na,HPO,-Lésung gebracht mit dem Gehalt von 
0,03 mg P,O, in 5cem [(Na,HPO, + 12H,O) 309,2mg in 1000 ccm 
(qua dest. gelést als Standardlésung wie unter 1. anorganisches Phosphat ; 
fiir den Gebrauch hier aber zehnmal verdiinnt: 1] cem = 0,006 mg P,O,) 
und ahnlich behandelt wie die Versuchslésungen. 

Dann wird allen sechs 50-cem-MeBkélbchen zugesetzt: Aqua dest. bis 
auf 40 cem etwa, 5cem HNO, (1 Teil HNO,, spezifisches Gewicht 1,40 

2 Teile H,O), gut durehmischt und je 2cem Molybdansiure-Strychnin- 
reagens hineinpipettiert. 


(Herstellung: 


MoO,, ammoniakfrei . . ..... . 30,4 
ESE SE ee ee 
DB Se. GONE in sk ee Ss 5 s 


Zusammen gekocht bis fast alles gelést ist, dann erkalten lassen: 


HCl (spezifisches Gewicht 1,19). . . 160,0 
Biryonmambiowiiet. 2... 2 st 1,6 gelést in 
B. Aqua dest. etwa. ...... . . « 100,0 bei einer Tem- 


peratur von 90°C, 


Nach dem Erkalten A und B zusammengegossen und aufgefiillt auf 
1000 cem mit Aqua dest.) 


Die MeBkélbchen werden dann mit Aqua dest. bis zur Marke aufgefiillt, 
gut durchmischt und in der Zeit zwischen 20 Minuten und 2 Stunden 
werden in einem Prizisionsnephelometer (Franz Schmidt & Haensch, 
Berlin) die vier Versuchslésungen mit den zwei Testlésungen verglichen. 

Die Nephelometrie besteht im Vergleich einer Versuchslésung mit 
einer Testlésung, in welchen beiden mit Molybdaénséure-Strychnin das 


1 H. Kleinmann, diese Zeitschr. 99, 45, 1919. 
2 L. Pincussen, Mikromethodik, Leipzig 1925. 
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P,O, gefallt worden ist und als Niederschlag wegen der auBerordentlic! 
groBen Verdiinnung in feinster Suspension in der ganzen Lésung gleich 
mabig verteilt eine nebelartige Triibung erzeugt. Beide Lésungen werde: 


in die zwei Réhrchen des Nephelometers aus fehlerfreiem Glas eingegossen. 


ins Nephelometer eingesetzt und verglichen. Der Strahlengang ist nicht 
der direkte wie beim Kolorimeter, sondern die Untersuchung erfolgt senk 
recht zu der Beleuchtungsrichtung. Beurteilt wird der Helligkeitsgrad 
der den beiden Lésungen entsprechenden Halften des Gesichtsfeldes 
Sobald auf Gleichheit eingestellt ist, erfolgt die Ablesung an zwei Skalen 
mit Nonius. 

Sind bei gleicher Helligkeit im Gesichtsfeld die Schichtdicken der 
Versuchslésung und der Testlésung gleich, so enthalt die Versuchslésuny 
gleichviel suspendierte Teilchen wie die Testlésung, mithin gleichviel P,O, 
in der gleichen Menge Lésung. 

Sind bei gleicher Helligkeit die beiden Schichtdicken ungleich, so 
haben auch hier genau dieselben Gesetze, die fiir die Kolorimetrie bestehen, 
Geltung : 


Konzentration der Versuchslésung 
Konzentration der Testlésung x Schichtdicke der Testlésung 


Schichtdicke der Versuchslésung 


3. Kreatinin. Die Gesamtkreatininbestimmungen des Muskels wurden 
im wesentlichen durehgefiihrt nach Angaben iiber die Methode von Pekel- 
haring' und die Methode von Folin®, sowie deren Verbesserungen durch 
de Barenne und Tervaert®. 

Als erstes die EnteiweiBung: Die vier abgewogenen Muskelportionen 
(etwa 150mg) werden mit 1° ,iger HCl bis zu ihrer Auflésung gekocht. 
neutralisiert, wieder gekocht, um jetzt das EiweiB8 zu fallen, nach Ab- 
kiihlung auf 15°C die Menge Lésung gemessen und filtriert. 

Als zweites die Uberfiihrung des Kreatins (im Muskel) in Kreatinin. 
Eine bestimmte Anzahl Kubikzentimeter des Filtrats, d.h. etwa vier 
Fiinftel, werden in 50-cem-MeBkélbchen mit der gleichen Anzahl Kubik- 
zentimeter 2n HCl wahrend 30 Minuten auf 115°C gehalten und dann 
abgekiihlt. 

Als drittes die Kolorimetrie: Es wird eine Kreatinin-Testlésung her- 
gestellt nach den Angaben von Pincussen* (0,1 g reinstes Kreatinin wird 
in Aqua dest. gelést unter Zusatz von 10cem n/10 HCl und auf 100 cem 
aufgefiillt. Von dieser Standardlésung wird zu jedem Versuch eine 20fache 
Verdiinnung mit dem Gehalt von 0,5 mg in 10cem hergestellt). Zwei 
Vergleichslésungen werden damit vorbereitet: zwei MeBkélbchen von 
50 ccm erhalten je 10cem verdiinnte Standardlésung und dazu so viel 
Kubikzentimeter 1°%ige HCl und 2n HCl, als in den Vergleichslésungen 
enthalten sind. 


1 C. A. Pekelharing und van Hoogenhuijze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
64, 262, 1909. 

2 O. Folin, Journ. of biol. Chem. 17, 480, 1914. 

3 J.G. Dusser de Barenne und D.G. Cohen Tervaert, Pfliigers Arch. 
f. d. ges. Physiol. 195, 370, 1922. 

4 L. Pincussen, Mikromethodik, Leipzig 1925. 
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Die vier Versuchslésungen und die zwei Vergleichslésungen werden in 
ine Reihe gestellt, mit der berechneten Menge 30° iger NaOH neutra- 
isiert, dann ihnen zugesetzt je 5cem einer Mischung aus 25cem 1 °jiger 
Pikrinséure + 10cem 10° ,iger NaOH und mit Aqua dest. von Zimmer- 
temperatur bis zur Marke aufgefiillt. Nach einer Wartezeit von 10 Minuten 
wird im Kolorimeter verglichen unter Vorschalten eines Kobaltglases. 

Bei Verwendung dieser Kreatinin-Standardlésung zum Vergleich statt 
einer halb normalen Kaliumbichromatlésung, wie sie de Barenne und Tervaert 
gebraucht hatten, fallen auch zwei ihrer MaBnahmen zur Erzielung genauer 
Kreatininwerte auBer Betracht. 

a) Die Reaktionstemperatur. 

b) Die Temperatur des Wassers mit dem aufgefiillt wird, 
sind nicht mehr zu beriicksichtigen, da Versuchslésungen und Vergleichs- 
lésungen genau gleich behandelt werden. 


C. Vorbemerkungen. 

Es zeigten sich bei den Vorversuchen an Normaltieren Unterschiede 
im Gehalt an Phosphaten und Kreatinin zwischen beiden Seiten, die die 
Veranlassung waren, alle Fehlerquellen, die ihnen zugrunde liegen konnten, 
aufzusuchen, um sie nach Méglichkeit auszuschalten. 

Es sind bei den hier vorgenommenen chemischen Analysén zweier 
homologer Muskeln vier Griinde fiir Differenzen zwischen linker und rechter 
Seite anzufiihren: 

1. Fehler im Abwagen der zur Herstellung der Extrakte oder zur 
Veraschung verwendeten Muskelportionen. 

2. Fehler im chemischen Verfahren. 

3. Fehler bei der kolorimetrischen bzw. nephelometrischen Ablesung. 

4. Fehler, vorgetéuscht durch artefizielle, physiologische oder patholo- 
gische Ungleichheit zweier Muskeln. 

Zu 1. Dies wurde vollstandig ausgeschaltet durch Wagung in Milli- 
grammen. Zu 2. Wurde nach Moéglichkeit verbessert durch Beachtung 
aller methodischen VerSesserungen wie gleichzeitige Behandlung der 
Extrakte beider Seiten, Beachtung der Reaktionstemperaturen und Warte- 
zeiten. Zu 3. Sicherung einer genauen Bestimmung durch zehnmalige 
Ablesung am Kolorimeter bzw. Nephelometer. 

Diese Punkte 1 bis 3 gaben die duferen Ursachen fiir Differenzen 
zwischen linker und rechter Seite ab. Ihre Verbesserung konnte am besten 
nachgepriift werden durch vergleichende Kontrollversuche an dem aus 
einem einzigen Muskel gewonnenen Extrakt. So lieB sich bei den auf diese 
Weise vorgenommenen Bestimmungen fiir anorganisches Phosphat wie fiir 
Kreatinin die Grenze der Genauigkeit bei Angabe des Gehalts in Promille 
in der zweiten Dezimale feststellen; was unter !/,5, mg lag, konnte nicht 
mehr beriicksichtigt werden. Bei der nephelometrischen Gesamtphosphat- 
bestimmung ging die Genauigkeit bis zu '/, 999 mg, nur wurde hier die dritte 
Dezimale zur Anpassung an die tibrigen Werte gestrichen. Danach zeigten 
sich noch ganz geringe Unterschiede in der zweiten Dezimale der Promille- 
angaben. Diese wurden aber sofort um vieles gréBer, als nicht mehr der 
Extrakt aus einem einzigen Muskel mehrmals analysiert wurde, sondern 
die Extrakte zweier homologer Muskeln zum Vergleich herangezogen 
wurden. Daraus durfte mit Sicherheit geschlossen werden, dab ein nicht 
unbedeutender Teil der Abweichungen stammte aus: 
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Punkt 4. Ungleichheiten, die zwischen zwei ausgeschnittenen Muskel) 
bestehen und nicht dem Verfahren, sondern dem Muskel selbst zugeschriebe 
werden miissen, seien sie nun artefiziell, physiologisch oder eventuel 
pathologisch. 

Als Artefakte lassen sich finden: verschiedener Blutgehalt beide: 
Muskeln einerseits, verschiedener Gehalt an Fascien- und Sehnengewebx 
andererseits, besonders reichlich vertreten im Masseter und trotz sorg 
faltigsten Ausscheidens in beiden Muskeln in ungleicher Menge zuriick 
bleibend. Da sowohl Blut wie Fasciensehnen mitgewogen und mitverarbeitet 
werden, miissen bei ungleichem Gehalt an beiden zwischen linker und rechte: 
Seite Differenzen auftreten; diese diirften aber zum weitaus gréBten Teil 
doch nur dem verschiedenen Fasciensehnengehalt zufallen, da Blut in 
seiner chemischen Zusammensetzung derjenigen des Muskels sehr viel 
niher kommt als Bindegewebe. 

Zum Teil kénnte ein Unterschied aber auch hervorgerufen sein durch 
physiologische Unterschiede, durch einen um ein Geringes verschiedenen 
Gehalt an einzelnen Substanzen im Muskel. 

DaB daneben als letzte Ursache fiir Ungleichheit zweier homologe: 
Muskeln pathologische Verinderungen in Betracht kommen kénnen, 
zeigte folgender Befund an zwei (!) von 30 Tieren. Beim Anschneiden 
der Muskeln fand sich im Masseter der einen Seite ein Infiltrat vor, beim 
Ausschneiden trat ein Herd von kérnigen Kongrementen (Speichelsteine ?) 
zutage und der Muskel selbst zeigte leichte Atrophie. Nach sorgfaltige: 
Entfernung des Herdes ergab die Analyse des Muskelfleisches auf det 
befallenen Seite einen bedeutend erhéhten Phosphatgehalt (um etwa 
30°.) und eine geringe Verminderung des Kreatinins. 

Diese Differenzen lieBen sich nun nicht mehr weiter reduzieren. Es 
wurden daher in einer ersten Reihe vergleichende Untersuchungen von 
homologen Muskeln der linken und rechten Seite an Normaltieren aus- 
gefiihrt, um auf diese Weise eine mittlere Variationsbreite (= Versuchs- 
fehler) bestimmen und in den folgenden Versuchsreihen diese Fehlergrenze 
fiir die Resultate beriicksichtigen zu kénnen. 


In allen Versuchen wird bezeichnet: 


Ein Mindergehalt links mit — 
Ein Mehrgehalt links mit + 


Die Differenz zwischen Substanzgehalt der linken und der rechten 
Seite wird iiberall in Milligramm angegeben. Weiterhin ist dieser Unter- 
schied fiir das anorganische Phosphat und das Kreatinin berechnet, weil 
fiir diese einzig in Betracht fallend, in Prozent des Mittelwertes zwischen 
linker und rechter Seite. 


Ergebnisse. 

Die Tiere wurden nach einer reichlichen Mahlzeit, bei der ihre Kau- 
muskulatur ununterbrochen tatig war, getétet und die Muskeln untersucht. 
Die Ergebnisse an sechs Tieren gehen aus nachstehenden Protokollen 
hervor. 

Die Tabelle I zeigt, daB die Werte fiir organisches Phosphat und 
Gesamtphosphat nur geringe Differenzen aufweisen. Fiir Gesamtphosphat 
steigt sie im Maximum an auf 2,49 °%, (Protokoll Nr. 3, Unterzungenmusku- 
latur). Ebenso zeigt der Kreatiningehalt links und rechts groBe Konstanz. 
Er iiberschreitet in einem einzigen Falle 3°, (Protokoll Nr. 6, Masseter). 


/ 


Tabelle 





Kreatinin 


Gesamt +P, O;5 
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Etwas gréBere Schwankungen zeigt das anorganische Phosphat einzig i) 
zwei Versuchen (Protokolle Nr. 4 und 5). Es sei noch hingewiesen au! 
den auch durch spatere Untersuchungen bestatigten Befund, daB jiinge: 
Tiere einen erhéhten Phosphatgehalt aufweisen, der zum gréBten Teil, 
auf das organische Phosphat entfallt. 

Die Mittelwerte aus allen sechs Versuchen der ersten Reihe sind 21 
sammengefaBt in nachstehender graphischer Darstellung. Sie zeigt, dati 
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Abb. 1. 
Normale Tiere. 
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die Differenzen sehr gering sind, daB sie auBerdem fiir Masseteren und 

Untersungenmuskeln bei allen Phosphaten entgegengesetzt liegen. Als 

fiir uns hauptséchlich in Betracht kommend seien hervorgehoben dit 

Werte fiir anorganisches Phosphat und Kreatinin: 

Mittlere Differenz fiir Masseter — 1,26% ) 1,87% 
anorganisches Phosphat Unterzungenmuskulatur + 1,28°, | 

Mittlere Differenz fiir { Masseter + 1,03 % 1,02 
Kreatinin | Unterzungenmuskulatur + 1,01 °, 


Diese mittleren Differenzen sollen fiir die folgenden Versuchsreihen 
als Vergleichswert dienen. 


Zweite Reihe: Linksseitige Sympathicektomie. 
Es soll festgestellt werden, wieweit das Fehlen der sympathischen 
Innervation die Biochemie des Muskels beeinfluBt. 
Nachdem sich die Ratten wahrend einer Woche erholt hatten, kamen 
ihre Muskeln nach guter Aktion zur Untersuchung. Die Resultate von 
drei Tieren sind in nachstehender Tabelle II zusammengestellt. 
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138 W. Schmid: 


Dazu mu vorerst bemerkt werden, daB Protokoll Nr. 12 der nachst 
folgenden Versuchsreihe (einseitig sympathicuslose und beidseitig ep 
nephrektomierte Tiere) entnommen ist; bei der Sektion des Tieres wurd: 
Graviditat festgestellt. Die Adrenalinproduktion von sechs beinahe au- 
getragenen Jungtieren deckte so den Bedarf des Muttertieres und dies 
fallt daher eindeutig der zweiten Reihe, den einseitig sympathicuslose: 
Tieren zu. 


Bei Betrachtung der Werte fiir das Gesamtphosphat wie fiir das ar 
organische Phosphat fallt sofort deren auBerordentlich starke Verminderuny 
auf der Seite der Sympathicusdurchtrennung auf. Sie schwankt fiir das 
anorganische Phosphat zwischen 6,15 und 13,46°, des Mittelwertes. Wir 
durch Subtraktion vom Gesamtphosphat das organische Phosphat e1 
mittelt, so zeigt sich, daB bei diesem der Gehalt der linken und der rechten 
Seite praktisch gleich sind. 

Die gesamte Verainderung des Phosphatgehalts zwischen linker und 
rechter Seite fallt daher auch im Komplex des Gesamtphosphats dem 
anorganischen Anteil zu und es spielt damit die Gesamtphosphatbestimmung 
hier die Rolle einer wertvollen zweiten Sicherung der schon durch die 
Bestimmung des anorganischen Phosphats nach Fiske und Subbarow allein 
gewonnenen Resultate einer durchschnittlichen Verminderung um 10°, 
auf der sympathicuslosen Seite. Der Kreatiningehalt zeigt sehr geringe 
Unterschiede. 

Als Zusammenfassung der drei Tiere dieser zweiten Reihe diene die 
nachfolgende graphische Darstellung. 
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Abb. 2. 
Linksseitige Sympathicusexstirpation. 
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Daraus berechnet sich die mittlere Differenz zwischen linker und rechter 
Seite fiir anorganisches Phosphat : 


ee eee ee 10,59°, 


Unterzungenmuskulatur. . . . . . 10,79 °,, 
» mittlere Differenz zwischen linker und rechter Seite fiir Kreatinin: 
ae eae ee ee ll 


Unterzungenmuskulatur. . . . . . 0,70 °%, 


Fiir Kreatinin wurde an Normaltieren berechnet eine mittlere Differenz 
als Versuchsfehler) von 1,02°,. Der eine Wert hier erreicht ihn, der andere 
liegt innerhalb, beide sind auBerdem entgegengesetzt. 


Praktisch laBt sich das Ergebnis dieser Reihe zusammenfassen : 
Nach Sympathicusdurchschneidung einer Seite zeigt der Muskel 


1. Depression des anorganischen Phosphats auf der nicht mehr durch 
Sympathicus innervierten Seite um 10,69 °,. 


2. Keine Anderung des organischen Phosphatgehalts. 


3. Keine Anderung des Kreatiningehalts. 


Dritte Rethe: Linksseitige Sympathicektomie mit beiderseitiger Epinephrektomie. 


In dieser Versuchsreihe wurden neben der einseitigen Durchtrennung 
des Halssympathicus beide Nebennieren entfernt. Es sollte dadurch nach- 
gewiesen werden, ob nach Ausschaltung der sympathischen Innervation 
der Wegfall des Adrenalins einen EinfluB habe auf die Biochemie des Muskels, 
und wenn dies der Fall wire, auf welche Weise sich diese Wirkung der- 
jenigen des Sympathicus superponiert. 

Bei der zweizeitigen Epinephrektomie zeigte die zweite Nebenniere 
nach dem Intervall von 10 bis 14 Tagen eine deutliche kompensatorische 
Hypertrophie. Die Operationsresultate selbst waren auBerordentlich 
erfreuliche, ein einziges von neun Tieren starb nach Entfernung der zweiten 
Nebenniere, d. h. 88,89°, iiberstanden die totale Epinephrektomie. 

Um zur Untersuchung Muskeln zu erhalten, deren aktive Tatigkeit 
sichergestellt war, wurden die Tiere vor dem Tode in Wut versetzt; sie 
verbissen sich in die Zange und wetzten dann minutenlang mit ihren Zahnen. 
Eine zweite Tatsache ist die, daB bei AuBerungen des Affekts eine Adrenalin- 
ausschiittung ins Blut stattfindet, hier aber bei den nebennierenlosen 
Tieren ausblieb, daher der Adrenalinmangel fiir das Tier um so fiihlbarer 
werden muBte und eine Wirkung auf der sympathicuslosen Seite, wenn 
sie tiberhaupt vorhanden war, um so deutlicher sich offenbaren sollte. 

An allen acht nachstehend in Tabelle IIT angefiihrten Tieren ist sowohl 
Sympathicusdurchtrennung als auch vollstandige Entfernung  beider 
Nebennieren gesichert durch die Sektion. 


Aus dieser ganzen Tabelle III] geht eindeutig wiederum die Ver- 
minderung des anorganischen Phosphats auf der sympathicuslosen 
Seite hervor. Fiir organisches Phosphat und Kreatinin bestehen auch 
hier auf linker und rechter Seite sehr angeniherte Werte. 
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W. Schmid: 


Besser werden diese Verhiltnisse durch eine die acht Fille z 
sammenfassende graphische Darstellung wiedergegeben: 
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Masseter Unterzungenmushulatur 


Abb. 3. 
Linksseitige Sympathicusexstirpation + beiderseitige Nierenexstirpation. 


Das Gesamtphosphat zeigt einen Minderwert auf der linken Seite, er 
entfallt aber wiederum vollstandig auf den anorganischen Teil. 
Fiir das anorganische Phosphat betragt die mittlere Differenz zwischen 
linker und rechter Seite: 
TN kk gs kc et te te ew ee 
Unterzungenmuskulatur. . . . . . — 10,40 
d. h. gegeniiber dem bei Sympathicusexstirpation allein gefundenen Wert 
von 10,69%, eine ganz geringe Verminderung, die weit innerhalb des 
mittleren Versuchsfehlers liegt, keinesfalls aber eine Erhéhung. 
Das organische Phosphat zeigt keine Differenz. 
Fiir Kreatinin laBt sich eine mittlere Differenz zwischen linker und 
rechter Seite berechnen: 
See eee ee ae lk 
Unterzungenmuskulatur. . . . . . —0,98% 
beide Werte erreichen die mittlere Fehlergrenze, die zu 1,02°, an Normal- 
tieren bestimmt wurde, sind aber entgegengesetzt, praktisch daher ohne 
Bedeutung. 


Zusammenfassend lautet das Resultat der dritten Versuchsreihe : 


1. Die Depression des anorganischen Phosphats auf der sympathicus- 
losen Seite betrigt im Mittel 10,25 %,. 
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2. Organisches Phosphat und Kreatinin keine Anderung. 


3. Die Wegnahme beider Nebennieren hat auf keine der drei Sub- 
nzen einen nachweisbaren EinfluB. 


Vierte Reithe: Mechanisch vermehrte Durchstrémung. 


Aus den Versuchsreihen Il und III geht hervor, daB einzig der Gehalt 
anorganischem Phosphat sich geéindert hat, und zwar in beiden Reihen 
f Sympathicektomie hin. Diese Durchschneidung bewirkt aber, was 
his jetzt unberiicksichtigt blieb, eine GefaBerweiterung auf der zugehdérigen 


i 


Seite. 

Es stellt sich die Frage: Ist die Depression des Phosphatgehalts auf 
ler sympathicuslosen Seite eine bloBe Folge der GefiBerweiterung im 
Sinne einer vermehrten Ausschwemmung oder ist diese Verainderung nach 
Wegfall der sympathischen Innervation der Ausdruck einer Permeabilitats- 
veranderung im Muskel selbst, d. h. in dessen Zellen ? 

Es muBSte ein Ausschwemmen des Phosphats versucht werden. Von 
gefaBerweiternden chemischen Substanzen wurde von vornherein abgesehen, 
weil keine mit elektiver GefaS8wirkung bekannt sind und jeder Einwand, 
der auf sonstige Ver&nderungen hingewiesen hatte, berechtigt gewesen 
ware. Als Letztes blieb daher eine mechanische GefaéBerweiterung durch 
den ebenfalls mechanisch erhéhten Blutdruck zu erzielen, um die Resultate 
der Reihen IL und III sicherzustellen. 

In einem ersten Versuch, Tabelle IV, Protokoll Nr. 29, war die Versuchs- 
anordnung folgende: 

Dem Tiere wurden 0,6cem 1° ige Morphiumlésung injiziert, nach 
einer Viertelstunde das Tier in Riickenlage aufgebunden, mit einer Schere 
die Haut am Halse quer durchtrennt und die Carotiden freigelegt. Die 
rechte Carotis (weil hier wie in den friiheren Versuchsreihen die rechte 
Seite als Normalwert dienen sollte) wurde mit einem Schieber abgeklemmt. 
Hierauf wurde palpatorisch durch die Bauchdecken hindurch die Bauch- 
aorta vor der Wirbelséiule aufgesucht und mit den Daumen gegen die 
Wirbelséiule gepreB8t. Uaggeheurer Druckanstieg in Thorax- und Kopfregion 
war sofort die Folge, fiir den man jetzt in der freiliegenden’ linken Carotis 
den besten Gradmesser hatte. Die Arterienwand weitete sich bei jedem 
Herzschlag fast zum Zerspringen und ein weiterer Vorteil war der, dab 
ein Erlahmen der Herzaktion sofort an den Exkursionen der Carotis sichtbar 
wurde und durch Nachlassen des Druckes auf der Bauchaorta in drei Fallen 
rickgingig zu machen war. Hier wurde das Tier nach 16 Minuten Dauer 
durch Nackenschlag getétet und fiir vollstandiges Ausbluten gesorgt, 
darauf die Muskulatur untersucht. 

Gegen diese Versuchsanordnung war der Einwand berechtigt, dab 
wihrend der ganzen Versuchsdauer fiir die Muskein der rechten Seite die 
Ernéhrung ausgeschaltet ist, daB in dieser langen Zeitspanne im Muskel 
uns unbekannte pathologische Prozesse vor sich gehen kénnen, die einen 
Vergleich mit der linken Seite nicht mehr gestatten. 

Aus diesem Grunde wurde fiir die drei nachsten Untersuchungen das 
Verfahren etwas abgeaindert: Die Muskeln der rechten Seite wurden zu 
Beginn des Versuches, also intra vitam herausgeschnitten, die rechte Seite 
dann wegen der Blutung tamponiert und die Haut dariiber mit einem 
Schieber zusammengeklemmt. Die linke Carotis blieb frei und es wurde 
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zt mit dem Druck begonnen. Durch standige Beobachtung des Tieres, 
= in tiefster Narkose lag, gelang es im letzten Versuch einen solchen 
hdéhten Blutdruck waihrend 36 Minuten zu halten. 

Die zusammenfassende Darstellung der Reihe IV erfolge 
aphisch. 


wiederum 
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Abb. 4 
Mechanische GefaBerweiterung. 


Gesamtphosphat, anorganisches Phosphat und organisches Phosphat 
zeigen zwischen rechter (normaler) Seite und linker (vermehrt durch- 
strémter) Seite auBerordentlich geringe Differenzen; im Mittel 
anorganische Phosphat: 


fiir das 


in, ee ee ee ee 0.30°. 
Unterzungenmuskulatur. . bs te cd 059°, 


weit innerhalb des mittleren Versuchsfehlers von 1,67 ‘ 


., fiir anorganisches 
Phosphat. 
Das Resultat der vierten Reihe lautet: 


Der Muskel halt mit groBer Konstanz seinen Phosphatbestand auch 
bei vorhandener Hyperzirkulation. 


SchluBbetrachtung. 


Die Untersuchungen, die ich in dieser Arbeit angestellt habe, 
haben zu dem positiven Resultat gefiihrt, daB bei fehlender sympathischer 
Innervation der quergestreiften Muskulatur der Phosphatgehalt gegen- 
iiber der normalen Seite vermindert ist. Insofern man den Phosphat- 
gehalt als ein Ma®B der Permeabilitat betrachtet, kann aus meinen 
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146 W. Schmid: 


Ergebnissen gefolgert werden, da der Sympathicus einen EinfluB au! 
die Permeabilitatsverhaltnisse der quergestreiften Muskulatur ausiibt 


Es ist nicht ohne Interesse nach den Analogien zu suchen. Di 


Ashersche Schule hat in einer Reihe von Arbeiten zeigen kénnen, da; 


der Sympathicus einen EinfluB auf die Permeabilitat der Driisen ausiibt 
Der Vergleich zeigt jedoch, dai der Einflub, soweit er untersuch: 
worden ist, insofern der entgegengesetzte ist, als bei Fehlen des Sym 
pathicus die Driisen eine geringere Menge von anorganischen Bestand 
teilen in dem Sekret ausscheiden, demnach in der Richtung Driisen 
zelle —> Driisengange die Permeabilitat unter dem EinfluB des Sym 
pathicus erhéht ist. Wie die Beziehung zwischen Driisenzelle und 
BlutgefaBen sich verhalt, laBt sich aus den genannten Ergebnisse) 
nicht ableiten, sondern bedarf eigener Untersuchungen. 


Die Tatsache, daB bei Fehlen der sympathischen Innervation ein: 
gesteigerte Permeabilitét der quergestreiften Muskulatur vorhande: 
ist, lABt sich ungezwungen mit den Resultaten von Orbeli und Maibach 
in Beziehung setzen. Nach diesen Forschern wirkt der Sympathicus 
der Ermiidung entgegen, folglich sollte sein Fehlen die Ermiidung 
begiinstigen. Méglicherweise ist die von mir nachgewiesene Permea 
bilitatssteigerung des Muskels bei Fehlen des Sympathicus derjenige 
Faktor, der bei der gréBeren Ermiidbarkeit der quergestreiften Mus 
kulatur in Betracht kommt. Erst wenn wir tiber eine zuverlassigi 
quantitative Mikromethode der Phosphagenbestimmung verfiigen (nacli 
miindlicher Mitteilung von Dr. Eggleton an Professor Asher ist eine 
solche Methode gegenwartig in Bearbeitung), wird man iiber die Quelle 
des Phosphats genauer orientiert sein. Aus meinen Untersuchungen 
ergibt sich, dab die anorganischen Phosphate es sind, an denen dic 
Unterschiede sich zeigen, hingegen nicht an den organischen, womit 
aber nicht gesagt ist, daB jene nicht aus organischer Quelle stammen 
kénnten. 

Mit Sicherheit ergibt sich kein Unterschied im Kreatiningehalt 
Wenn friiher Pekelharing' vnd anfanglich Riesser? einen Unterschied 
fanden, nachher aber Riesser* selbst keinen Einflu8 des Sympathicus 
auf den Kreatinstoffwechsel konstatierte, so waren doch beide Er 
gebnisse mit Zweideutigkeit behaftet. Diese Zweideutigkeit beruht: 
auf dem Vorhandensein der Nebennieren. Meine Untersuchungen 


1 C. A. Pekelharing und C.J. Hoogenhuyze, Hoppe-Seylers Zeitsch 
f. physiol. Chem. 69, 395, 1910. 

2 O. Riesser, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 80, 183, 1917; Pfliiger- 
Arch. 190, 137, 1921. 

* O, Riesser und F. Hermann, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chen 
143, 59, 1925. 
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haben diese Fehlerquellen ausgeschlossen, so daB heute das negative 
Ergebnis als zu Recht bestehen bleibt. 


ZusammengefaBt ist der Inhalt der vorliegenden Arbeit nach- 
stehender : 

1. Es wurde eine Methode ausgearbeitet, um am gleichen Versuchs- 
tier (weiBe Ratte) den Gehalt der Muskulatur des Kiefers und des 
Mundbodens an anorganischen Phosphaten, organischen Phosphaten 
und Kreatinin zu bestimmen. 

2. Mit Hilfe dieser Methode wurde der Vergleich angestellt an 
Muskeln mit und ohne sympathische Innervation und auberdem noch 
besondere Versuche ausgefiihrt, in denen die Tiere in gutem Zustande 
ohne Nebennieren untersucht wurden. 

3. Auf derjenigen Seite, auf welcher der Sympathicus entfernt 
worden war, zeigte der Muskel regelmaBig eine Depression des Gehalts 
an organischem Phosphat von 10°, gegeniiber der anderen normalen 
Seite; im Kreatiningehalt lie} sich kein Unterschied feststellen. 

4. Die Wegnahme der Nebennieren erzeugte keine Veranderung 
an den in Punkt 3 genannten Unterschieden. 

5. Die mitgeteilten Tatsachen lassen den SchluB zu, daB der 
sympathicuslose quergestreifte Muskel eine gegeniiber dem normalen 
gesteigerte Permeabilitat besitzt, und daB selbst bei Fehlen von Sym- 
pathicus und Nebennieren eine merkliche Beeinflussung des Kreatin- 
stoffwechsels nicht stattfindet. 

6. Es lieB sich mit eigens angestellten Untersuchungen ausschlieBen, 
da8 der Faktor GefaBerweiterung infolge Verlustes der sympathischen 
Innervation einen Anteil an den beobachteten Unterschieden hat. 


10* 








Beitrige zur Physiologie der Driisen. 
Von 


Leon Asher. 


Nr. 116. 


Untersuchung iiber den respiratorischen Stoffwechsel bei Arbeit 
im Normalzustande und bei Behandlung mit Adrenalin. 


Von 


Walter Heinrich Seheuehzer. 
[Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. 


(Eingegangen am 25. Juli 1928.) 


Im Berner Physiologischen Institut wurde durch Curtis! ein neuer 
von Prof. Asher angegebener Stoffwechselapparat fiir Arbeitsversuche 
an Ratten zur Untersuchung der Beziehungen zwischen Arbeitsstoff 
wechsel und Driisen mit innerer Sekretion angewandt. Derselbe be 
nutzte ihn in erster Linie, um den EinfluB von Schilddriisenfiitterung 
auf den Arbeitsstoffwechsel zu untersuchen. Er fand in der genannten 
Arbeit, daB die Fiitterung von Ratten mit Schilddriise dazu fihrte 
daB der Stoffwechsel bei Arbeit sich viel 6konomischer gestaltet. Dieses 
Resultat steht durchaus im Einklang mit den Beobachtungen von 
Boothby und Sandiford und an Menschen mit Hyperthyreose?. Nachdem 
sich der Apparat bei dieser ersten Arbeit bewahrt hatte, schien es 
verlohnend, auch den Einflu8 anderer Driisen mit innerer Sekretio: 
auf den Arbeitsstoffwechsel in den Bereich der Untersuchungen 71 
ziehen. Aus diesem Grunde folgte ich der Anregung von Prof. Ash: 
den Arbeitsstoffwechsel zu untersuchen, wenn dem Versuchstier vorhe: 


1G. M. Curtis, diese Zeitschr. 164, 97, 1925. 
2 W.M. Boothby und J. Sandiford, Journ. Amer. M. Ass. 81, 795, 1923 
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\drenalin subkutan injiziert worden war. Die Voraussetzungen fiir die 
lurchfiihrung der Arbeit waren dadurch gegeben, dab durch Nakayama! 
eine eingehende Untersuchung tiber den respiratorischen Stoffwechse! 
bei Ratten unter dem EinfluB8 von subkutaner Adrenalininjektion 
angestellt worden war. .Vakayama hatte gefunden, daB die Adrenalin- 
injektion die Kalorienbildung durchschnittlich um 46°,, erhdht. 


Der Plan meiner Arbeit bestand darin, zuerst den Grundumsatz 
meiner Versuchstiere in bekannter Weise zu bestimmen. Nach Fest- 
stellung des Grundumsatzes wurde dann zur Ermittlung des Arbeits- 
umsatzes im niichternen Zustande geschritten, und diese Reihe diente 
dann zur Wiederholung und Uberpriifung der von Curtis angestellten 
Versuche. SchlieBlich sollten in der gleichen Weise Arbeitsversuche 
angestellt werden, aber unter vorausgehender subkutaner Injektion 
von Adrenalin. Sofort nach der Adrenalininjektion wurden die Ratten 
in die Respirationskammer gebracht, und der Versuch begann. 


Die Methodik, deren ich mich bediente, war in allen Punkten die 
gleiche wie diejenige, die Curtis und Nakayama in den einschlagigen Arbeiten 
gebraucht haben. Die einzige Neuerung bestand darin, daB ich die ersten 
10 Minuten die durch die Respirationskammer ventilierte Luft durch einen 
Seitenweg gehen lieB, der die gleichen Flaschen enthielt, wie der Hauptweg. 
Nach 10 Minuten schaltete ich auf den Hauptweg um. Diese Einschaltung 
geschah aus einer Erwagung heraus, auf die Prof. Asher gelegentlich eines 
Besuches von Prof. Benedict (Boston) aufmerksam gemacht wurde. Es 
sollte naimlich darauf Riicksicht genommen werden, dai in der ersten 
Arbeitsperiode das Tier sich in einem Ubergangsstadium befindet, das 
anders ist als der Ruhezustand und anders als der nachherige kontinuierliche 
Arbeitsgang. Sodann habe ich mit einem feinen Goetzeschen Spezialthermo- 
meter, welches eine genaue Ablesung auf '/,,° gestattet, die Temperatur 
der Tiere vor und nach dem Versuch im Anus gemessen. 


Fiir meine Untersuchungen benutzte ich drei mannliche und eine 
weibliche Ratte. In der Tabelle I der Ratten A bis D bringe ich die Er- 
gebnisse des Grundumsatzes der normalen Ratte. Alle Tiere wurden unter 
gleichen Bedingungen gehalten und wurden mit Brot und Milch ernéhrt. 
Es wurde ihnen die Nahrung 12 Stunden vor Beginn des Versuchs weg- 
genommen. 


In der Tabelle II bringe ich die Arbeitsversuche, in denen die normalen 
Tiere 1 Stunde und 10 Minuten in der von Asher konstruierten und von 
Curtis beschriebenen Respirationskammer liefen. Die von einer Ratte 
wihrend eines Arbeitsversuches durchlaufene Strecke betragt in meinen 
Versuchen etwa 1167m. Rechnet man die Ergebnisse von Curtis und 
die meinigen auf die gleiche Versuchsdauer um, so weichen dieselben nur 
wenig voneinander ab. Die durchschnittliche Kohlenséurebildung pro 
Kilogramm und Stunde in den 23 Arbeitsversuchen betrigt 4,994 g, der 
durchschnittliche  Sauerstoffverbrauch 4,019g und der Respirations- 


1 Kimio Nakayama, diese Zeitschr. 155, 413, 1925. 
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quotient 0,908¢. Das ergab einen durchschnittlichen Kohlensaureiibe; 
schuB gegeniiber dem Grundumsatz von 86,0% und einen Uberschu® an 
Sauerstoffverbrauch von 65,9. 


Nicht uninteressant sind die Ergebnisse, die ich erhalten habe in de 
Versuchen, wahrend denen ich die durch die Ashersche Respiration 
kammer ventilierte Luft vor dem einstiindigen Hauptarbeitsversuc! 
10 Minuten durch das in der Einleitung besprochene Nebensystem leitete. 
In die vierte Kolonne der Tabelle IIT, Ratte A bis D, setzte ich die aui 
10 Minuten umgerechnete H,O-Bildung der einstiindigen Hauptversucl 
(Tabelle Il). Es ergab sich dann ein durchschnittlicher UbherschuB dey 
H,O-Bildung in den 10 Minuten von 36,9%, desgleichen der Kohlensaure 
bildung von 35,8°,. Die gleiche Versuchsanordnung habe ich getroffen 
bei Ratten mit Adrenalininjektion. Es scheint mir hingegen nicht ratsam, 
anschlieBend an obige Beschreibung diejenige der Arbeitsversuche im 
Nebensystem mit Adrenalin zu bringen, ohne vorher die Ergebnisse meine: 
Hauptaufgabe erliutert zu haben. 


Adrenalin injizierte ich den Ratten subkutan in Mengen von 0,2 bis 
0,6 mg und lieB sie dann | Stunde und 10 Minuten in der Respirations 
kammer laufen. Dies bewirkte eine Steigerung des respiratorischen Stoff 
wechsels, deren genaue Ergebnisse aus der Tabelle IV der Ratten A bis D 
zu ersehen sind. 

Die Resultate der Arbeitsversuche mit Adrenalin im Nebensystem 
zeigen insofern ein interessantes Ergebnis, als ich hier bedeutend weniger 
KohlenséureiiberschuB erhielt, einen Mittelwert von 14,67°,. Es scheint, 
daB die Ratten mit Adrenalin auch in noch so beschrankter Zeit den Stoft 
wechsel Skonomischer umsetzen als ohne Adrenalin, doch ist dieses 


Ergebnis nur auf die ersten 10 Minuten des Hauptversuches zu verstehen. 


Ich méchte nicht zu den SchluBbetrachtungen tibergehen, ohne ein- 
gehend die Tabelle VII der Ratten A bis D besprochen zu haben, konnte 
ich doch in der Literatur der Stoffwechselversuche keine Anhaltspunkte 
dafiir finden, die mir zeigen konnten, ob ich mit richtigen Temperatur- 
messungen arbeitete. Einen Punkt hingegen glaube ich gleich zu Beginn 
dér Betrachtungen als einen Beweis fiir die Richtigkeit meiner Ergebnisse 
hinstellen zu diirfen, das ist die Ubereinstimmung der Resultate. In den 
.»Tabulae Biologicae’’ von Junk! wird die Kérpertemperatur von Ratten 
in ihrer Abhéngigkeit von der AuBentemperatur der Aufzucht mitgeteilt. 
In meinen Versuchen konnte ich eine Zimmertemperatur von 11 bis 18° 
feststellen, es wiirde dies nach Junk einer Kérpertemperatur der Ratte 
von 33,9 bis 35,1° entsprechen. Dies stimmt mit den Temperaturen, dir 
ich mit dem Goetzeschen Thermometer erhielt, vollauf iiberein. Ich werde 
nicht verfehlen, die Temperaturdifferenzen, die sich im Laufe eines jeden 
Versuches ergaben, des naéheren in den SchluBbetrachtungen zu erértern. 


Ich betrachte zunaéchst zusammenfassend meine Resultate an im 
iibrigen unbeeinfluBten Ratten. Im groBen ganzen sind meine Resultate 
die gleichen, wie sie Curtis gefunden hatte. So habe ich bei Ratte A einen 
prozentischen UberschuB der Kohlensaéureausscheidung, wahrend de: 
Arbeitsversuche im Mittel von 86,8 einen prozentischen UberschuB vor 
Sauerstoffverbrauch von 79,9 beobachtet. Was den Respiration- 


1 Ed. W. Junk, Tabulae Biologicae 1, 1925. 
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iotienten anbelangt, so war er nicht wesentlich anders als waihrend der 
‘rundumsatzversuche. Bei Ratte B betrifft bei genau der gleichen Arbeits- 
6Be der prozentische KohlenséueriiberschuB 110,6, der prozentische 
SauerstoffiiberschuB 23,4. Bei Ratte C waren die entsprechenden Werte 
150 und 70,5. 

Nur bei einem Tiere, einem Weibchen, waren die Uberschiisse sehr 
iel geringer, namlich nur 41,2 bzw. 90,9°%. Ob dies ein Geschlechts- 
mterschied oder etwas Individuelles an diesem Versuchstier gewesen ist, 
var ich nicht in der Lage zu entscheiden. Ich werde, da dieses Versuchs- 
tier aus der Reihe herausfiel, meine Schliisse aus den anderen drei Tieren 


ziehen. 


In denjenigen Versuchen, in welchen ich vor Beginn der Arbeit subkutan 
\drenalin injiziert habe, findet sich ein etwas gréBerer respiratorische: 
Umsatz als in den Arbeitsversuchen ohne Adrenalininjektion. Dieselben 
betragen niaimlich fiir die Kohlenséiure 10,15 °,, fiir den Sauerstoffverbrauch 
7,00 %. 


Diese Erhéhungen sind viel geringer als diejenigen, die Curtis nach 
Schilddriisenfiitterung fand, und sie haben auch eine ganz andere Be- 
deutung. Nakayama hatte in der oben erwaihnten Arbeit iiber 40°, 
Steigerung des Grundumsatzes durch Adrenalininjektion gefunden. Wiirde 
nun bei meinen mit Adrenalin injizierten Tieren die gleiche Grundumsatz- 
steigerung sich finden und die Arbeit genau den gleichen energetischen 
\ufwand erfordern wie in den Grundumsatzversuchen, so miiBte die pro- 
zentische Steigerung des Grundumsatzes in meinen Arbeitsversuchen die 
Summe dieser beiden GréBen sein. Vorausgesetzt, daB diese Erwagung 
berechtigt ist, darf aus meinen Ergebnissen gefolgert werden, daB unter 
dem Einflu8B von Adrenalin die gleiche Arbeit in ékonomischerer Weise 
geleistet werde als ohne Adrenalin. 


Ich habe in zwei Fallen, némlich bei Ratte A und bei Ratte C ganz 
wie Nakayama den Einflu8 von Adrenalin auf den normalen Grundumsatz 
gepriift. Bei Ratte A ist die prozentische Steigerung der Kohlensiure 
44.62%, die prozentische Steigerung des Sauerstoffverbrauches 42,00 %. 
Bei Ratte C ist sie etwas geringer, naimlich die Steigerung der CO, 34,22 °,, 
des Sauerstoffverbrauchs 29,78°,. Demnach kann ich die Angaben, die 
Nakayama gefunden hat, bestaétigen, und die oben angebrachte Betrachtung 
wiirde durch meine Kontrollresultate gestiitzt. Das Ergebnis, daB unter 
dem EinfluB von Adrenalin die gleiche Arbeit 6konomischer geleistet wird, 
wiirde in Ubereinstimmung mit vielfach geéiuBerten Meinungen iiber die 
Bedeutung des Adrenalins fiir die Muskeltétigkeit stehen. Nimmt man 
mit Cannon an, daB das Adrenalin im Bediirfnisfalle bei intensiver 
Muskeltatigkeit in gesteigerter Weise abgesondert wird, so wird die ge- 
steigerte Absonderung nur dadurch sinnvoll, daB sie den Organismus in 
die Méglichkeit versetzt, die Muskeltatigkeit in giinstigerer Weise als ohne 
das Adrenalin zu voliziehen. Meine Ergebnisse wiirden zugunsten der 
Cannonschen Auffassung und zugunsten der Ansicht sprechen, daB die 
\drenalinabsonderung doch nicht fiir die Muskeltétigkeit gleichgiiltig sei. 


Es lieBe sich die von mir beobachtete Tatsache aber auch etwas anders 
deuten. Man kénnte annehmen, dab eine gewisse Kompensation eintritt 
zwischen der Steigerung der Muskeltatigkeit und der Steigerung durch 
Adrenalininjektion. Es ist nicht leicht, zwischen diesen beiden Auffassungen 
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eine Entscheidung zu treffen, wenigstens nicht, wenn keine anderen Grun 
lagen vorliegen als die in meinen Versuchen gegebenen. 

Ob man sich der einen oder anderen Deutung meiner Ergebnisse a: 
schlieBt, hindert nichts an einer anderen Folgerung, die sich aus denselbe: 
sehr deutlich ergibt. Der Unterschied zwischen dem EinfluB vermehrte 
Zufuhr von Schilddriise und der vermehrten Zufuhr von Adrenalin ist 
sehr ausgesprochen, denn die Wirkung ist genau die entgegengesetzt: 
Hier lige wieder einmal der Fall vor, daB innere Sekrete, die in gewisse: 
Funktionsbeziehungen aufeinander nachweislich férdernd wirken, wiede: 
in einer anderen funktionellen Beziehung dies nicht tun. 


Meine fortlaufende Temperaturmessung an den Ratten hat ein nicht 
uninteressantes Ergebnis gehabt. Ausnahmslos zeigt sich in allen meiner 
Versuchen, daB alle Tiere sofort nach der Herausnahme aus der Arbeits 
kammer eine wesentlich niedrigere Temperatur hatten als kurz vor den 
Versuchen. Die Temperaturmessung hatte ich unternommen, weil dara: 
gedacht werden muBte, daB arbeitende Tiere in der Kammer sich erwarmen. 
Eine derartige Temperatursteigerung wiirde natiirlich fiir die Werte, di: 
man im Stoffwechselversuch findet, bedeutungsvoll sein und Ergebnisse, 
die man im Arbeitsversuch findet, kénnten nicht auf einem unmittelbaren 
Stoffwechselmoment beruhen, sondern auf einer Temperatursteigerung. Nun 
zeigt sich, vielleicht unerwarteterweise, ein Temperaturabfall. Dieser Tem- 
peraturabfall zeigt sich sogar in allen Versuchen, in denen ich Adrenali: 
injiziert hatte, wahrend vielfache Angaben dariiber vorliegen — allerdings 
meist an anderen Versuchstieren als ich sie benutzte —, da8 Adrenalin 
temperatursteigernd wirkt. Die Erklérung fiir den Temperaturabfal! 
scheint mir in folgendem zu liegen. Bei der Arbeit schwitzen die Ratten 
Die Ventilation der Respirationskammer ist eine so gute, daB durch die 


Verdunstung des SchweiBes eine Abkiihlung der Tiere zustande kommt. 


Nebenbei spricht dieser Befund dafiir, daB die Temperaturregulierung be 
der Ratte keine sehr gute ist, denn sonst kénnte unter den durchaus nicht 
extremen aber technisch unbedingt erforderlichen Ventilationsverhaltnissen 
keine derartige Senkung der Kérpertemperatur eintreten. 


Zusammenfassend, ist der wesentlichste Inhalt der Arbeit der 
folgende : 


1. Erneute Versuche mit der Asherschen Respirationskammer fiir 
Ratten in Arbeitsversuchen ergaben eine Bestitigung der Befunde von 
Curtis an normalen Ratten. 


2. Subkutane Injektion von Adrenalin fiihrte nur zu einer gering 
fiigigen Steigerung des Arbeitsstoffwechsels gegeniiber der GréBe der 
selben in unbeeinfluBtem Zustande. 


3. Aus dieser Tatsache folgt, dab, angesichts der Steigerung de- 
Grundumsatzes durch Adrenalin an und fiir sich, unter dem Einflul) 
von Adrenalin die Arbeit wesentlich 6konomischer geleistet wird. 


4. Bei den Arbeitsversuchen in der Arbeitsrespirationskamme: 
sinkt die Kérpertemperatur der Ratten. Hierfiir wird eine Erklarunyg 
aus der Versuchsbedingung gegeben. 
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Gasometrische Mikrobestimmungen von Wasserstoffsuperoxyd, 
Stickstoffverbindungen und Girungskohlendioxyd. 


[Lin Beitrag zur Technik des Ponderovolumeters (P. V. M.) nach Paechtner.] 


Von 
P, Luy. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Tierarztlichen Hochschule zu 
Hannover.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1928.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Reaktionen, in deren Verlauf sich Gase neu bilden, haben stets 
dem analytischen Chemiker besonderes Interesse abgenédtigt, da die 
entwickelte Gasmenge leicht das Verfolgen des Prozesses in quantitativer 
Hinsicht erméglichte. Besonders fiir den Fall, dab die Umsetzung der 
Stoffe zu keinem Gleichgewicht fiihrte, sondern zu einer praktisch 
vollkommenen Verschiebung nach einer Seite hin sich auswirkte, war 
meist durch die quantitative Erfassung der Gaskomponente der Verlauf 
der Reaktionsgleichung und damit die eindeutige analytische Aus- 
wertung gegeben. Schon lange ist deshalb bei den Chemikern und den 
Forschern der angewandten Wissenschaften der Wunsch rege ge- 
wesen, durch eine einfache und dabei doch méglichst exakte Apparatur 
den Volumenwert des in Frage kommenden Gases zu ermitteln. 

Prinzipiell griindet sich die am meisten gebréuchliche Apparatur auf 
der Volumenmessung des neuen Gases, das in irgend einer Weise auf be- 
stimmte Versuchsverhaltnisse gebracht und durch Rechnung auf Normal- 
bedingungen reduziert wird. Der andere noch mégliche Weg, den durch 
das neu entwickelte Gasvolumen hervorgerufenen Druckzuwachs in einem 
bekannten abgeschlossenen Raume zur Ermittelung der entstandenen 
Gasmenge heranzuziehen, tritt der oben skizzierten volumetrischen Methode 
gegeniiber in den Hintergrund. Fiir physiologisch-chemische Zwecke, 
die in diesem Falle besonders interessieren, hat schon friiher Haldane einen 
Apparat angegeben, der sich besonders fiir Bestimmungen geringer Gas- 
volumina eignet und von Barcroft modifiziert wurde. Bei der Durchsicht 
der Literatur auf analoge Apparaturen fand sich, daB Loeb (1) und weiterhin 
Heyninz (2) ebenfalls unter Anwendung des druckvolumetrischen Prinzips 
Apparatkonstruktionen vorgenommen haben. In diesem Zusammenhang 
sind noch Partos (3) und Aszodi (4) als Verbesserer des Partcsschen Apparats 
zu erwahnen. In einer 1926 erschienenen Arbeit tiber Bestimmungen mit 
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dem Ponderovolumeter fiihrt Stdrker (5) eine Reihe von Autoren an, di: 
sich mit &hnlichen Apparatkonstruktionen beschaftigt haben. Wenn 
schlieBlich noch Verzar, Vasarhelyi und Szanyi (6) Erwaihnung finden, dic 
einen verbesserten Barcroftapparat mit Reguliereinrichtung als Kom 
pensationsmanometer beschreiben und mit diesem sehr zufriedenstellende 
Ergebnisse erzielen, so ist eine kurze Ubersicht iiber die hier abzuhandelndc 
Literatur einigermaBen vollstandig gegeben. 

Unter Zugrundelegung des druckvolumetrischen Prinzips ist von 
Paechtner (7) eine Apparatkonstruktion vorgenommen worden, die 
zuerst die zweischenkelige Form aufwies, spater jedoch zu einer ein. 
schenkeligen umgearbeitet wurde. Diese wurde Ponderovolu- 
meter (P.V.M.) genannt und stellt im Prinzip eine einschenkelige 
Vorrichtung zur Messung von Drucken dar. 

Im Halse eines Entwicklungskélbchens befindet sich ein mit einer 
kurzen Rille versehener Schliff, der einen als Manometer ausgearbeiteten 
Schliffstopfen aufnehmen kann. Durch eine mit kurzem hochstehenden 
Glasréhrchen versehene Offnung kommuniziert der Innenraum dieses 
Stopfens durch die erwahnte Rille mit dem Gasraum des Entwicklungs 
gefabes. Das bis auf den Boden des Schliffstopfens reichende Steigrohr 
tragt Millimetereinteilung und ist in der einen Modifikation  ein- 
geschmolzen, in der anderen durch Schliff in den Schliffstopfen ein- 
gefiihrt. Als Sperrfliissigkeit dient meist Quecksilber, das sich im 
Schliffstopfen befindet und in das das Steigrohr eintaucht. Bei der 
Bildung neuer Gasmolekiile in dem Entwicklungskélbchen auBert sich 
der dadurch neu auftretende Druck durch entsprechendes Steigen des 
Quecksilbers im Manometerrohr. 

Um ein Bild von der Arbeitsweise und Zuverlassigkeit des P. V. M 
zu erhalten, wurden mit den im Institut befindlichen und ein Bild der 
fortlaufenden Entwicklung gebenden Apparaten Reihenversuche bei 
verschiedenen Verfahren chemischer und biochemischer Art ausgefiihrt, 
iiber die nachstehend berichtet werden soll. 


Allgemeine Bemerkungen zur Technik des P. V. M. 


Fiir jeden der benutzten Apparate wurde zunachst der urspriingliche 
Fassungsraum, das ,,Urvolumen“* (u) — Nomenklatur nach Paechtner 
festgelegt, was nur bei Vornahme empirischer Eichung iiberfliissig ist. 
Es geschah dies durch mehrmaliges sorgfaltiges Auswiegen mit Wasser, 
wobei die Manometerréhre nur bis zur Nullmarke gefiillt war. In den gut 
getrockneten Manometerstopfen wurde die ,,Sperrfliissigkeit“ (sp) gebracht, 
die bei den vorliegenden Versuchen stets Quecksilber war. Dessen Volumen- 
wert wurde aus der eingefiillten Gewichtsmenge errechnet. Durch Abzug 
dieser vom Quecksilber eingenommenen RaumgréB8e von dem Urvolumen 
ergibt sich der Wert des fiir die analytische Arbeit zur Verfiigung stehenden 
Raumes, also das ,,Arbeitsvolumen“* (a), das eine unveraénderliche Grdi: 
darstellt. Man hat es in der Hand, durch Variation der Quecksilbermenge 
im Manometerstopfen fiir eine Anzahl annaéhernd gleich groBer P. V. M. 
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das Arbeitsvolumen unter sich gleich und von einer runden ZahlengréBe 

mi erhalten. Als zweckméBig erwies es sich, die Tara des Stopfens zu er- 

mitteln, wodurch die Nachpriifung der richtigen Quecksilberfiillung und 

damit der Versuchswerte leicht méglich ist. Das ,, Beschickungsvolumen“ (b) 

stellt eine VolumengréBe dar, die als Summe aller in das P. V. M. ein- 

refiihrten festen und fliissigen Kérper — mit Ausnahme der Sperrfliissigkeit 
resultiert. Es setzt sich also zusammen aus dem Volumen 

1. der Reaktions- oder Entwicklungsfliissigkeit, 

2. der zu zersetzenden Substanz, die gewéhnlich in einem schwimmenden 
Eimerchen in geléstem Zustande in die Entwicklungsfliissigkeit 
gebracht wird, 

. des Glaseimerchens und etwa zum Beschweren desselben hinein- 
gebrachter Glasperlen. 


Fiir praktische Bediirfnisse kann bei der Bestimmung der Volumina 
der Glasteile aus deren Gewicht das spezifische Gewicht von 2,6 zugrunde 
gelegt werden, fiir genaue Bestimmungen ist Ermittelung der Dichte mittels 
Pyknometer anzuraten. 

Es ist nun leicht ersichtlich, daB die Differenz zwischen ,,Arbeits- 
volumen** und ,,Beschickungsvolumen‘*“‘ das Volumen des Gasraumes 
darstellt, in dem sich die druckaindernde Wirkung der neu auftretenden 
Gasmolekiile abspielt, das mithin als ,,Wirkungsvolumen“ (v) bezeichnet 
wird. Diese Wirkung bzw. ihr Substanzwert kann entweder nach den 
Gasgesetzen berechnet oder auch unter bestimmten Arbeitsbedingungen 
durch direkte Eichung bestimmt werden. In beiden Fallen miissen die 
Werte fiir die Steighéhen auf die Anfangsverhaltnisse hinsichtlich Druck 
und Temperatur durch ein ,,7hermobarometer“ (Thb) reduziert werden. 
Das Thermobarometer stellt ein mit Entwicklungsfliissigkeit in denselben 
Raumverhaltnissen beschicktes P.V.M. dar, dessen Quecksilbersiule 
durch Einblasen von Luft ann&éhernd auf den Stand gebracht ist, der bei 
dem eigentlichen Versuch zu erwarten ist. Schwankungen des Druckes 
und der Temperatur wahrend des Versuchsverlaufes bedingen Verdinderungen 
in dem Stande der Quecksilbersteighéhe beim Thermobarometer, die mit 
umgekehrtem Vorzeichen bei den Versuchsapparaten als Korrektur an- 
zubringen sind. 

Ist » das Wirkungsvolumen eines P. V.M., p die abgelesene und 
eventuell korrigierte Steighéhe in Millimetern nach dem Versuch, ¢ die 
Versuchstemperatur, so ist das auf 0° und 760mm Druck reduzierte neu 
entstandene Gasvolumen 

V. = v.p ss 
° 760 (1+ at) 


Fiir denselben Apparat und fiir eine bestimmte Temperatur ist die GréBe : 


vw 
760 (1 Pat) konstant = k, 


so daB sich dann die Rechnung nach der einfachen Formel 
v,=&k.p 
durchfiihren ]4Bt. 
Hier mége eingeschaltet werden, daB das so errechnete Volumen bzw. 


Gewicht des aus einer Reaktion resultierenden Gases stets mehr oder 
weniger eine konstante Differenz von den wahren Werten aufweist. Einmal 
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liegt die Ursache dafiir in dem Chemismus der Reaktion und den physikalisc}. 
chemischen Eigenschaften des fraglichen Gases. Diese Einfliisse sind }y 
der Auswertung zu erfassen, wenn fiir annahernd gleiche Mengen-, Kon 
zentrations- und Temperaturverhialtnisse Sorge getragen wird, wodurc| 
etwa stérende Nebenreaktionen, falls sie sich quantitativ nicht allzuseh; 
auswachsen und damit iiberhaupt die Anwendung der fraglichen Reakt ion 
wenig aussichtsreich machen, stets im gleichen AusmaBe sich vollziehen, 
wihrend physikalische Prozesse, wie Léslichkeit der Gase in der Reaktions. 
fliissigkeit oder Kompressibilitét, in immer gleichem Mae vermindernd 
wirken. Als weitere Ursache fiir die oben erwahnte Abweichung vom 
wahren Wert kommt die im Verlauf der Reaktion auftretende Verschiebung 
des Quecksilbervolumens im P. V. M. in Betracht, die also in der Eigenart 
des Baues und der Wirkungsweise des Apparats begriindet ist. Das A) 
steigen des Quecksilbers im Steigrohr vollzieht sich auf Kosten des als 
Sperrfliissigkeit dienenden Anteils, und dadurch vergréBert sich natw 
gem&B der freie Raum im Stopfen. Dies tritt noch staérker in Erscheinung, 
wenn das Steigrohr kein homogenes Lumen besitzt, sondern durch Versehen 
bei der Anfertigung besonders an der im unteren Viertel sich befindlichen 
Einschmelz- bzw. Schliffstelle schwach ampullenartige Ausbuchtungen 
besitzt, die zur Fiillung beachtenswerte Quecksilbermengen erfordern. 
Weiterhin ist ins Auge zu fassen, daB durch das Sinken des Quecksilbe: 
niveaus die Anfangsablesung zur illusorischen GréBe wird und einer Korrektw 
in Héhe der Senkung des Quecksilberspiegels gegeniiber dem Anfangs 
stand bedarf. Dadurch, daB die Schliffstopfenbreite und damit die Queck- 
silberoberflache méglichst groB gewahlt ist, l4Bt sich zwar diese Fehler- 
quelle nicht ausschalten, aber doch sehr verringern. Es liegt immerhin im 
Bereich der Méglichkeit, alle bisher angedeuteten Faktoren, die die Ab 
weichung vom wahren Wert bedingen, rechnerisch auszuschalten, es ist 
aber im Rahmen dieser Erérterung vorzuziehen, auf empirischem Wege 
eine Eichung des einzelnen P. V.M. bzw. Bestimmung eines diese in 
negativem Sinne wirkenden Einfliisse aufhebenden ,,Faktors‘* vorzunehmen, 
da die immerhin lingere und miihseligere Rechenarbeit einer Verwendung 
des P. V. M. fiir praktische Zwecke hinderlich sein wiirde. Der Zweck der 
Bekanntgabe der gewonnenen Versuchsergebnisse soll jedoch der sein, zu 
zeigen, wie weit sich das P. V.M. unter Zugrundelegung des empirisch 
ermittelten Faktors als geeignet erwiesen hat, quantitative Reaktionen 
zu verfolgen, die immerhin den Anspruch auf ein praktisches Interesse 
machen kénnen. 


Bevor die Angabe der Versuchsdaten folgt, seien einige aufklérende 
Bemerkungen vorausgeschickt. Die einzelnen Apparate sind mit arabischen 
Zahlen kenntlich gemacht und lassen dadurch gleichzeitig die zeitliche 
Entwicklung erkennen. Zwei P. V. M., die sich durch ihre mehr langliche 
Bauart — sie bewahrte sich nicht — und andere Fabrikherkunft von den 
iibrigen Apparaten unterscheiden, sind deshalb mit I und II bezeichnet. 
Die Versuche wurden im Wasserbad ausgefiihrt, um etwa auftretende 
Reaktionswirme schneller zum Ausgleich zu bringen. Bei Eichversuchen 
zur Faktorenbestimmung ist diese Arbeitsweise stets anzuraten, eriibrigt 
sich jedoch bei mehr praktischen Bestimmungen, bei denen eine aus- 
reichende Genauigkeit beim Arbeiten in einem nicht zu groBen Temperatur- 
schwankungen ausgesetzten Raume erzielt wird. Zu vermeiden ist das 
Einwirken der Handwarme oder der Atmungsluft, auf die der Apparat 
* sofort reagiert. 





Gasometrische Mikrobestimmungen. 169 


Quantitative Sauerstoffabspaltung aus Wasserstoffsuperoxyd durch Kalium- 
permanganat,. 

Dieser rein chemische Vorgang hat weniger biologisches Interesse, 
mag aber aus prinzipiellen Griinden hier aufgefiihrt werden, da die 
hierbei erhaltenen Zahlenwerte sich gut dem Rahmen der iibrigen ver- 
folgten Vorgange einpassen. 


Bekanntlich reagieren diese beiden starken Oxydationsmittel in 
saurer Lésung in der Weise aufeiander ein, daB sie sich unter Ab- 
spaltung von molekularem Sauerstoff gegenseitig reduzieren: 


2K MnO, + 5H,0, + 3H,SO,—> K,SO,+ 2MnS0,+ 8H,O + 50,. 


Um bei einem Wirkungsvolumen von etwa 20 cem eine nicht zu 
geringe Steighéhe zu erhalten zu erstreben ist eine solche von etwa 
80 bis 120 mm — wurde eine etwa n/4-H,O,-Lésung gewihlt, da 1 com 
von dieser eine ausreichende Menge Sauerstoff bei der Zersetzung mit 
Permanganat lieferte, wahrend die letztere Lésung als etwa n/10-Lésung 
angewandt wurde. Diese wurde mit Natriumoxalat .,.Sdrensen** und 
umkristallisierter Oxalsiure eingestellt und von Zeit zu Zeit nachgepriift. 
Die H,O,-Lésung wurde vor jedem Versuch mit der Permanganat- 
lisung titriert, da sich herausstellte, daB sie nicht erst am niichsten 
Tage, sondern schon innerhalb einiger Stunden zwar absolut nicht 
erhebliche, aber doch hier zu Fehlern AnlaB gebende Differenzen zeigte. 
So ergab z. B. an demselben Tage die Bestimmung des H,0,-Gehaltes 
um 10 Uhr durch gut iibereinstimmende Titrationen eine Normalitat 
von 0,2326, um 5 Uhr eine solche von 0,2308. l ccm der Lésungen, 
mit Permanganat zersetzt, hatten Sauerstoffwerte ergeben, die sich 
um 0,03 mg unterschieden. Da die Gesamtmengen Sauerstoff, mit deren 
bei dieser Versuchsart zu rechnen war, zwischen 3 und 4 mg sich be- 
wegten, hatte die Vernachlassigung der Differenz infolge nur einmaliger 
Titration einen Fehler von etwa 1°, bedeutet. 

Gearbeitet wurde in der Weise, da®B die H,O,-Lésung in das Glas- 
eimerchen gefiillt wurde, wihrend in das Ponderovolumeterkélbchen 10 
bis 20cem verdiinnter Schwefelsiure und eine Menge der Permanganat- 
lésung gegeben wurde, die die aus der Titration bekannte, zur Zersetzung 
benétigte Menge um 0,05 bis 0,1 cem iiberstieg. Dadurch war die vdéllige 
Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds gewahrleistet, was auch durch die 
in diesem Falle bleibende schwache Rétung offenbar wurde. Die Kon- 
zentration der Schwefelséure wurde reichlich hoch gewaéhlit (1 + 4), um 
die Léslichkeit des Sauerstoffs in ihr herabzusetzen, was sich als vorteilhaft 
erwies. Es zeigte sich namlich, da®B sich bei kurzem Mischen nach dem 
Kentern des Schalchens eine nur geringe Sauerstoffmenge bemerkbar 
machte im Vergleich zu der Druckwirkung, die eine der zu erwartenden 
Menge auch nur annéhernd entsprechende gezeitigt hatte. Weiteres Stehen- 
lassen bewirkte nur ganz allmahliches Steigen der Quecksilberséule. Eine 
Reihe von Versuchen lieB erkennen, daB durch langeres anhaltendes 
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Schiitteln der anscheinend infolge der Druckzunahme stark iiber seine: 
Sattigungsgrad gelést bleibende oder wohl auch auf Grund des Le Chateli: 

sehen Prinzips infolge der DruckvergréBerung nicht sofort vdéllig fr 
gemachte Sauerstoff schneller zum Entweichen aus der Fliissigkeit gebracht 
werden konnte, erkenntlich an dem steten Ansteigen des Quecksilbers 
Nachdem dann die Einwirkung der Anfangsdauer des Schiittelns, weiterhin 
die Einschaltung von zwei und drei Pausen von etwa 10 Minuten Daue: 
mit jedesmal folgendem kiirzerem Schiitteln auf die noch in Erscheinung 
tretende Steigerung der Sauerstoffabgabe an mehreren Versuchen erforseht 
war, wurde die folgende Handhabung als zweckmaBig befolgt, um dix 
Sauerstoffabgabe bis zu der durch die Léslichkeitsverhaltnisse gesetzten 
Grenzen zu erzielen. Nach dem Ausgleich der Temperatur und Ablesen 
der Anfangsstellung wurde 8 Minuten dauernd geschiittelt, wodurch dic 
Steighéhe schon eine dem Endstande nahekommende Héhe erreichte. 
Nach mindestens 10 Minuten langem Verweilen im Wasserbad wurde 
abgelesen und dann nochmals 2 Minuten geschiittelt. Die nach Tem 
peraturausgleich festgestellte Quecksilberhéhe zeigte nur _ geringfiigiges 
Ansteigen gegeniiber dem ersten Werte und konnte auf Grund der Vor- 
versuche als Endablesung betrachtet werden. Die in stets gleicher Weise 
ermittelten Werte der einzelnen Apparate zeigten unter sich relativ gute 
Ubereinstimmung, so da8 aus ihnen der Faktor der O,-Bestimmungen fii 
das jeweilige P. V. M. berechnet wurde. 

Ein Beispiel soll die Ausfiihrung eines Versuches, die Art der Er- 
mitthung des Wirkungsvolumens, der entwickelten Sauerstoffmenge und 
des Faktors erliutern. Die Abmessung der Wasserstoffsuperoxydlésung 
erfolgte durch eine 1l-cem-Pipette, deren wahres Volumen durch Eichung 
mit Quecksilber zu 1,025ccm ermittelt war. Die Pipette war oben mit 
Gummischlauch, GlasperlenverschluB und Quetschhahn versehen und 
erméglichte dadurch genaue Abmessung und Nachspiilung mit der gleichen 
Menge Wasser, so daB die dem Inhalt der Pipette entsprechende Menge 
Wasserstoffsuperoxyd praktisch vollkommen in das Eimerchen eingebracht 
wurde. Die Feststellung des so resultierenden Volumenwertes durch Aus- 
waigen der mehrfachen Fiillung mit Wasser ergab, daB diese Komponente 
des Beschickungsvolumens mit 2,03ccem in Rechnung zu setzen sei. Die 
Titration von l10ccm Wasserstoffsuperoxydlésung ergab in zwei Be- 
stimmungen den Verbrauch von je 24,50cem Permanganatlésung 
(0,09615,n), was fiir die Wasserstoffsuperoxydlésung eine Normalitit 
von 0,2356 ergab. 


Das Beschickungsvolumen setzt sich zusammen aus dem Volumen: 





Vee 8 P.V.M. Il 


com com 


des H,0, + Spiilwasser. . . . . ; ras 2,03 2,03 
der verdiinnten Schwefelsaure . . er 10,00 10,00 

+ Permanganatlisung . . : ee? 2.60 2.69 
des Glaseimerchens. . . a S  2 0.56 0,65 


und betragt demnach . ils nel Pha 15,19 15,28 


Da beide Apparate das Arbeitsvolumen von 36,00 cem besitzen, ergibt 
sich fiir P. V. M.I ein Wirkungsvolumen von 20,81 cem, fiir P. V. M. Il 
ein solches von 20,72 cem. 
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Den Versuch selbst veranschaulicht folgende Aufstellung: 





Thb 
mm 


4.5 0.2 120,88 Anfangsstellung 


97,2 95,0 116,2 Nach 8 Min. Schiitteln und 
Temperaturausgleich 

100,1 96,2 8,8 Nach 2 Min. Schiitteln und 
Temperaturausgleich 


95,6 96,0 — 2; Absolute Steighdhen 


Da beim Thermobarometer ein Absinken um 2 mm beobachtet wurde, 
ist dieser Wert den absoluten Steighéhenwerten zuzuziéhlen. Es ergeben 
sich demnach fiir die wahren Steighéhen bei P. V. M.I 97,6mm, bei 
P. V. M. IT 98,0 mm. 


Fiir P. V. M.I ist nach der oben erwahnten Formel: 


20,81 . 97,6 
17,7 


273 


Vo= 


760(1 + 


Unter Zugrundelegung der Dichte des Sauerstoffs bei 0° und 760 mm 
Druck ergibt sich bei 
P.V.M.I ein Sauerstoffwert von 3,586 mg 
fe es » 23,585 ,, 


wahrend 1,025cem der Wasserstoffsuperoxydlésung bei Zersetzung mit 
Permanganat in saurer Lésung 0,2415 Millimole O, = 3,863; mg O, ent- 
stehen lassen. Die Differenz zwischen diesen und den ermittelten Werten 
betrigt demnach in Prozenten fiir 

P. Vim Bes 

P. V. M. II 


In dieser Weise wurden Versuche mit simtlichen Apparaten durch- 
gefiihrt und die Mittelwerte von mindestens drei Bestimmungen zur 
Ermittlung des Faktors benutzt. Ist der prozentuale Mittelwert des 
Differenzbetrages m, so ist 100 —- m die prozentuale praktisch ermittelte 
Gasmenge. Der Faktor F resultiert dann als der Quotient: 


100 
100 — m 


In der folgenden Tabelle sind an einem Beispiel (P. V. M. 49) aus- 
fiihrlich die Versuchsdaten, die bei den einzelnen Versuchen erhaltenen 
Einzelfaktoren, deren Mittelwerte und schlieBlich die daraus berechneten 
Faktoren der Sauerstoffbestimmungen wiedergegeben, fiir die iibrigen 
Apparate folgt eine Ubersicht lediglich tiber die Endergebnisse. 
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Tabelle I. P.V.M. 49. 





Steighéhen . . . mm 92,7 90.1 96.1 95.3 

Wirkungsvolumen . . .eem 20,42 20,60 20,83 20,79 

Temperatur . . a, 18,2 18,0 18,2 18,1 

Oy berechnet : mg 3,336 3,274 3,528 3,493 

Angewandt H,0, . . ; 0.2392 0,2352 0,2542 0,2525 

1,025cem = Millimole 0, : 0,2452 0,2418 0,2606 0,255s 
mg O, . . “G2 3,923 3,857 4.170 4,141 

Differenz ae h : 14,96 15,12 15,40 15,65 

Mittelwert : f 15,28 

Faktor j — 1,180, 


Tabelle Ja. 





~ 
wn 


\pparate I 1 6 14 


°) Differenz zwischen 7,18 A 6.84 11.17 9,57 
den angewandten und, | 6,89 39 =8659 1043 10,98 
ermittelten Mengen 0,| 6.93 743 611 9.99 8.55 


Mittelwert: 7,00 = 6.51 10,53 9,40 
Faktor: 1,075 79 1,070 1.418 1,104 


= LS 
wt DO 


tt | teak fd ft 
0 pO no LO 


m to | oo 
tm 





A pparate : 19 20 44 46 


o/ Differenz zwischen{ 1445 | 11,52 | 12,32 | 16,17 20,09 | 22,05 |14,96 
- xl ite 14,84 12,16 1331 15,68 20,66 2248 1512 13,31 
nang poorer ten" 15,19 | 13.36 | 13,77 | 15.52 | 20,82 20,88 15.40 (13.64 
und ermittelten 13.81 |1966 2123 1565 1062 
Mengen Og 11.62 
Mittelwert: 14,83 12,35 13,13 15,29 20.31 21.54 15.28 12,72 
Faktor: 1,174 1,141 1151 1,181 1,255 5 1,180, 1,146 


Ohne weiteres fallt beim Vergleich der Faktorenzahlen auf, dai 
sie einen gewissen Spielraum besitzen. Die erstgenannten Apparate 
zeigen Minimalwerte, wihrend die Apparate 46 und 48 die gréBten 
Faktoren aufweisen. Auf diese auf der Eigenheit der jeweiligen Apparatur- 
verhaltnisse begriindete Erscheinung sei hier besonders deshalb hin- 
gewiesen, weil sie bei den anderen noch in den Bereich der Unter- 
suchungen gezogenen Reaktionen in gleicher Weise zutage tritt und 
somit als Beweis fiir die gleichartige Arbeitsweise und Brauchbarkeit 
der Apparate zu verwerten ist. 


Wendet man den in Frage kommenden Faktor bei den jeweils 
erhaltenen Sauerstoffmengen an und vergleicht damit die angewandten 
Mengen, so gewinnt man ein Bild von den Feblergrenzen bei diesen 
Sauerstoff- bzw. Wasserstoffsuperoxydbestimmungen. 





obe 
Dia 


den 
deu 
mia 
heb 


und 
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Tabelle Il. 


a = mg 0, ermittelt, b mg Og angewandt, c a—b.d % Fehler. 





a b c d a b c d 


3,863, —0,007, —019 | 3,819 3,815 + 0,004 + 0,12 
3,863, +0,005, +015 3,813 3815 —0,002 — 0,05 
3.897 0,003 — 0,08 3.8 3,795 0,016 + 042 
4.440 + 0.099 +012 3 3.918 L 0,023 0.60 
3,863, — 0,007, 0.19 3,786 3,815 0,029 —0,75 
4019 + 0,002 + 0,05 3.988 389909 —0,002 — 0,06 
4,090 0,009 —0,22 O8 4.089 + 0,001 + 0,03 
4.090 +0046 | +112 07 4,980 0.009 —0.23 
4.090 + 0,019 + 0.46 56 4,057 —0,001 0.02 
4,099 + 0,039 + 0,96 89 4,080 + 0,009 + 0,22 
4.019 + 0,038 + 0,94 , 3,982 3,990 - 0,008 0,19 
4107 —0.042 1.03 3,905 3,923 0,018 - 0,46 
3,923 + 0,011 + 0,28 BSSS 3,857 0,018 0,46 
3,923 0.029 —0.66 3,8 3,857 0,047 1,21 
3,923 + 0,015 + 0.39 3.86 3,857 + 0,007 + 0,18 
4.107 —0,079 —1,94 3.897 3,923 — 0,026 0.66 





+0,003 +008 
—0,005 —0.09 
4,733 —0,017 —0,36 
)} 4,715 0,035 —0,72 
8.820 3.785'+0.035 +0.94 
5 3,928, 3,928 +0,000, +0,91 
} 4.066 4,057,+0,009 +0,22 
7 4,019 4,057\—0,038 —0,93 
3.973 3.990'—0,017 —0,042 
4,010 4,057) —0,047 1,16 
8,898 3,928 —0,0380 —0,75 
4.159 4.170 —0,011 0,27 4,214 141 +0.073 +1.74 
} 4.144 4.170 —0,026 —0.62 4.175 4,141 +0,034 +0,83 
4,232 4,170 +0,062 +148 4,175 4,141 +0,0384 +083 
4.1% 
4,271 


3,788 
3,780 


"E? See 2 
oror 


Sees es 
29 “ 


3, 
3, 
4, 
4 


eo 
— 


4,165 4,170 —0,005 —0,13 141 —0,017 —0,42 
3,817 3,857/-0,040 —1,03 170 +0,100 +2,40 4,193 4,141 +0,052 + 1,26 


Werden in einem Koordinatensystem die Apparate der Reihe nach 
auf der Abszisse und die héchsten prozentualen Abweichungen nach 
oben und unten auf der Ordinate vermerkt, so veranschaulicht dieses 
Diagramm die Fehlerbreite. 

Ks mag hier erwihnt werden, daB diese Reihe von Versuchen mit 
den Apparaten 44, 48 und 50 eréffnet wurde, ein Umstand, der sich 
deutlich in den bei diesen P.V.M. héheren Abweichungen geltend 
macht, wodurch diese Apparate in der graphischen Darstellung er- 
heblicher herausfallen. Im Gegensatz dazu stehen die gleichen Typen 46 
und 49, die in einer spiteren Serie bearbeitet wurden. Sieht man von 
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den héheren Ordinatenwerten der genannten Apparate ab, so ergibt sich 
eine Fehlergrenze von rund + 1%. 
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Abb. 1. 


Stickstoffbestimmungen aus Harnstoff und Ammonsulfat durch Zersetzen 
mit Bromlauge. 
Bekanntlich spielt sich der Vorgang der Harnstoff- und Ammonsulfat- 
zersetzung durch Bromlauge nach folgenden Formeln ab: 
COC + 3NaOBr— CO, + 2H,0 + 3 NaBr + N,, 


NH, 
2NH, + 3 NaOBr—» 3H,0 + 3 NaBr + N,. 

Es ist schon lange in der Literatur erwahnt, daB diese Vorgange nicht 
zu einer volligen Abspaltung des Stickstoffs fiihren sollen. Uber die Méglich- 
keit von Nebenreaktionen und deren Verlauf ist viel gearbeitet und dis- 
kutiert worden. Eine sehr iibersichtliche Arbeit itiber den ,,Methoden- 
fehler der Harnstoff-Hypobromitmetl.ode“ ist in neuerer Zeit von Margosches 
und Rose (8) veréffentlicht worden. Sie gibt einmal eine in chronologischer 
Hinsicht beachtenswerte Darstellung der bisher bei Bearbeitung dieser 
Frage entstandenen Literatur, andererseits iibt sie auf Grund eigener 
Forschung Kritik an den bisher fiir den Stickstoffausfall bei der Harnstoff- 
zersetzung durch Bromlauge gegebenen Erklérungen. Die beiden Autoren 
wenden dabei zum Studium der Zersetzungsprodukte einen neuen Weg 
an, den sie als ,,alkalimetrische Hypobromitmethode“ bezeichnet haben. 
Sie kommen zu dem Ergebnis, daB weder Léslichkeit von Stickstoff in 
der Bromlauge noch die von Krogh(9) angenommene Entstehung von 
Stickstoff-Sauerstoffverbindungen noch die von Lescoeur (10) besprochene 
Cyanatbildung den relativ erheblichen Stickstoffehlbetrag erklaren, sondern 
daB der fast ausschlieBliche Anteil daran durch den Reaktionsverlauf bzw. 
unzersetzt bleibenden Harnstoff bedingt ist. Diese kurzen Angaben iiber 
den ,,Methodenfehler“ geniigen hier, da spater verstandlich wird, daB e1 
durch die Faktorenbestimmung mit erfaBt wird. Es ist jedoch fiir unsere 
Zwecke hinsichtlich des AusmaBes des Fehlers die in der zuerst aufgefiihrten 
Arbeit gemachte Erwaihnung der Tatsache zu verwerten, da8 man ganz 
allgemein ,,bei der Bestimmung des Ammoniakstickstoffs mit einem Stick- 
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stoffausfall von ungefahr bis zu 5% und bei der Ermittlung des Harnstoff- 
stickstoffs sogar mit einem Ausfall bis zu 10% zu rechnen hat.** Weiter 
findet sich eine Angabe von Lunge daselbst, der im Durchschnitt 2,5 °%% 
als Fehler der Harnstoffzersetzung ansieht. Gad Andresen (11), der einen 
Korrekturfaktor von 1,08 angibt, erhalt damit sehr gute Werte, wenn 
nach seiner Ansicht nur zwei Bedingungen erfiillt sind: ,,Erstens mu8 
man eine Bromlauge von ganz konstanter Zusammensetzung benutzen, 
zweitens muB man die entwickelte Stickstoffmenge mit gréBtmdéglichster 
Genauigkeit messen.** 

AuBer diesen sich mit dem Methodenfehler beschaftigenden Arbeiten 
weist die neuere und neueste Literatur eine ganze Reihe von Autoren auf, 
die sich mit der Hypobromitmethode beschaéftigen und dieser immerhin 
das Wort reden. Andererseits finden sich auch Arbeiten, die die Hypo- 
bromitmethode als wenig genau bezeichnen und sie ablehnen. Eingehender 
auf diese gréBtenteils auslandische Literatur einzugehen erscheint jedoch 
im Rahmen dieser mehr methodischen Erérterungen nicht angebracht. 

Die vorstehend gemachten Angaben iiber die GriBe des Fehl- 
betrages lassen zu, tiberschlagsweise den fiir ein P. V. M. ermittelten 
Faktor, dessen GréBe sich hier naturgema in gleichartiger Weise wie 
bei den Sauerstoffbestimmungen in Einzelbestandteile auflésen laBt, 
in zwei Teilwerte von kardinalem Charakter zu zerlegen. Einmal macht 
sich die Unvollstandigkeit der Harnstoff- bzw. Ammoniakzersetzung 
in den erwahnten quantitativen Verhiltnissen geltend. Die dariiber 
hinausgehende Komponente des Faktors ist auf Rechnung der Eigenart 
der Wirkungsweise des P. V. M. zu setzen. Ohne Zweifel ist diese letztere 
bei einem und demselben P. VM. fiir eine annahernd gleiche Steig- 
héhe bei sonst gleichen Bedingungen konstant und damit auch der 
darauf entfallende Teilwert des Faktors. Selbst wenn nun bestritten 
werden sollte, daB nur ein Restbetrag von unzersetztem Harnstoff oder 
Ammoniak als Fehlerquelle in Betracht kommt, sondern angenommen 
wiirde, daB die Zersetzung durch andere Nebenreaktionen eine Stérung 
erlitte, ware die Annahme der Inkonstanz dieses Teilwertes des Faktors 
von der sehr unwahrscheinlichen Annahme abhangig, dal die gleichen 
Reaktionsbedingungen zu verschiedenen Ergebnissen fiihren miBten, 
einer Annahme, die zwar in der Chemie ganz allgemein nicht auszuschalten 
ist, aber fiir die ganz iiberwiegende Mehrzahl der Fille weitgehend zu 
verwerfen ist. 

I. Harnstoffbestimmungen. 

Ahnlich wie bei den Sauerstoffbestimmungen wurden auch bei dieser 
Versuchsreihe in den einzelnen P.V.M. MHarnstoffzersetzungen  vor- 
genommen, aus deren Werten der jeweilige Faktor ermittelt wurde. Zu- 
grunde lag eine 0,9 %ige Harnstofflésung, die durch Abwagen aus reinstem 
Kahlbaumschen Praiparat nach Trocknung im Exsikkator bis zur Gewichts- 
konstanz hergestellt war. Gearbeitet wurde hier und auch bei den Ammon- 
sulfatbestimmungen in der Weise, daB nach Ablesen der Anfangswerte 
| Minute lang geschiittelt wurde, um die im Eimerchen befindliche Lésung 
mit der Bromlauge zu vermischen. Nach 15 Minuten wurde abgelesen, 
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nochmals kurz geschiittelt und nach weiteren 15 Minuten die Endablesung 

gemacht, die fast stets den gleichen Wert wie die vorige zeitigte, ein Beweis, 

daB die Reaktion sich sofort quantitativ vollzog und nach dem Abklingen 

der Reaktionswirme den Endzustand der Quecksilbersteighéhe ergab. 
Ein Versuchsbeispiel zeigt folgenden Verlauf: 





48 49 50 


0 Cc 
mm mm mm 


9,33 11, 14,5 9,8 

9,48 121.9 131.8 128,0 

10,03 121,2 1313 128.4 
110,90 116.8 118,6 


Da das Thermobarometer um 0,7 mm gestiegen ist, errechnen sich 
die Steighéhen: 
109,3, 116.1, 117,9mm. 
Die maBgebenden Wirkungsvolumina waren: 
19,91, 20,08, 20,08 cem. 
(Bei P. V. M. 48 waren zwei Glasperlen = 0,17 cem zur Beschwerung des 
Eimerchens verwandt worden.) 
Die Berechnung der Stickstoffwerte ergab statt 4,303 mg N,: 
3,359, 3,598, 3,654 mg N,, 
so daB die prozentualen Differenzen betrugen: 
21.94, 16,38, 15,08 %. 

Die nachstehende Ubersicht gibt die Resultate der Harnstoff- 
bestimmungen wieder. Weiterhin folgt eine Tabelle, die den Vergleich 
der unter Anwendung des Faktors berechneten und der angewandten 
Mengen N, und damit die Fehlergrenzen dieser Bestimmungsart illustriert . 

2 t 


Tabelle III. 
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Apparate : I Il 1 6 14 


bo 


10.04 8,09 9,67 | 10,30 
°%~ Differenzwerte 8,79 7,96 10,47 10,35 
/o | 7,89 7,46 10,04 | 10,71 


> 


oe 


sa 


Mittelwert: 8,88 7,84 10,06 10,45 
Faktor: 1,097 1,085 1,112 1,117 


z 





on 
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Apparate : 20 w» 44 46 


15,34 15,94 16,45 

14.87 | 17,46 16,15 

% Differenzwerte tt 16,36 a a 
16,83 

16,12 

Mittelwert: 15,90 15,52 16,59 16,85, 20,13 21,96 
Faktor: 1,189 1,184 1,199 1,196 1,252 1,281 
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Wird hier in ihnlicher Weise wie bei den Sauerstoffzahlen ver. 
fahren, so entsteht das folgende graphische Bild der Fehlergrenzen 
Es zeigt, dais’ auch hier eine Fehlergrenze von rund + 1°, besteht 
die ganz wenig von den Apparaten I und 30 iiberschritten, von den 
iibrigen Apparaten aber weit unterboten wird. 
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Abb. 2. 


IT. Ammonsulfatbestimmungen. 


Die angewandte Ammonsulfatlésung war etwa 1,6°%ig. Sie wurde 
aus reinstem bis zur Gewichtskonstanz getrocknetem Kahlbaumpraparat 
hergestellt, des éfteren erneuert und durch Mikro-Kjeldahlbestimmungen 
nachgepriift. Die folgenden tabellarischen Ubersichten entsprechen hin- 


sichtlich ihres Inhalts denen der Harnstoffbestimmungen. Die graphische 
Darstellung zeigt, daB hier die Fehlerverhaltnisse etwas giinstiger als beim 
Harnstoff liegen. Die Abweichung iiberschreitet bei den Apparaten 1, 20 
und 44 gering den Wert 1°, bleibt aber sonst erheblich darunter, so dal 
als Fehlergrenze dieser Bestimmungen rund + 1°, gelten kann. 


Tabelle V. 





Apparat: ll 
6,86 61 | 9,13 13,42 
. 7,21 | 5,5% f 12,84 
% Ditferenzwerte ; 6'38 06 | 787 | 7. 12°04 
12,11 
Mittelwert: 6,82 Ai 12,60 
Faktor: 1,073 : 1,144 





Apparat: 19 | 20 Rl) 46 48 


14.54 13,59 13,66 23 | 19,45 | 19,53 12,89 10,64 

_ 13,79 12,38 14,82 ; 19,51 | 20,387 | 13,55 10,50 
’ 14,93 13,98 14,52 . 19,56 19,27 12,98 10.01 
13,69 13,12 14,45 44 | 19,29 | 19,74 11,0 

Mittelwert: | 14,24 13,23 14,36 13, 19,45 19,73 | 13,14 10,54 
Faktor: | 1,166 1,153 1,168 1,152) 1,239 1,246) 1,151 1,115 
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Abb. 3. 


Kohlendioxydbestimmungen durch Vergirung von Traubenzucker mit Hele. 


Die Vergérung des Traubenzuckers durch Hefe l48t sich summarisch 
durch die Gleichung ausdriicken: 


C,H,,0,—> 2C,H,OH + 2C0,. 


1 Mol Traubenzucker liefert also theoretisch 2 Mole CO,. Auf dieser Neu- 
bildung von Gasmolekiilen bei diesem biologischen Vorgange beruhen eine 
ganze Reihe von Zuckerbestimmungsapparaten, die Saccharometer. Es lag 
nun nahe, das P. V. M. auf Grund seiner Wirkungsart fiir sehr geeignet 
zu halten, bei dieser Reaktion die entwickelte Gasmenge festzustellen. 
Es wurde in ahnlicher Weise wie bisher der Faktor fiir jedes P. V. M. 
ermittelt. Ausgegangen wurde von einer 3,6 °,igen (genauer 3,6026 ©, igen) 
Traubenzuckerlésung, die aus reinstem, getrocknetem Kahlbaumpriparat 
hergestellt war. Von dieser bei 18° temperierten Lésung wurden 25 cem 
in einen 50-ccem-MeBkolben gefiillt, der eine ebenfalls temperierte An- 
schwemmung von 1,5 g frischer Hefe in etwa 20 cem Wasser enthielt. Nach 
Auffiillung nit temperiertem Wasser bis zur Marke und kurzem Umschiitteln 
wurden mit einer MeBpipette die fiir jeden Apparat zur Erlangung an- 
naihernd gleicher Steighéhen erforderliche Anzah] Kubikzentimeter dieser 
Traubenzucker-Hefemischung in die P. V. M. eingefiillt. Die dabei gefiihrte 
Uberlegung ist iiberschlagsweise kurz folgende: Die nunmehr 1,8 (ize 
Traubenzutkerlésung enthalt in 1 cem 18 mg Traubenzucker oder '/,, Milli- 
mol, das '/; Millimol Kohlendioxyd theoretisch ergeben kann. Diese Volumen- 
menge miBte in einem Wirkungsvolumen von 22,40 ccm eine Steighéhe 
von rund 152 mm erzeugen. Da Vorversuche gezeigt hatten, daB mit einem 
Fehlbetrag von etwa 33°, zu rechnen war, ist bei einem Wirkungsvolumen 
von 22,40cem und leem Beschickungsmenge mit einer Steighéhe von 
etwa 100 mm zu rechnen. Durch einfache Proportion ist aus dem Wirkungs- 
volumen des jeweiligen Apparats dessen Beschickungsmenge mit de 
Traubenzucker-Hefemischung zu bestimmen. 


Um innerhalb von 15 Minuten vom Zusammenflu8 der Zuckerlésung 
und Hefeaufschwemmung an die Anfangsablesung machen zu _ kénnen, 
wurden héchstens bis zu sechs Apparaten gleichzeitig in Arbeit genommen ; 
dann war es jedoch sehr gut méglich, das Pipettieren, weiterhin den sorg- 
faltigen VerschluB8 der P. V.M. mit gut gefetteten Stopfen zu bewerk- 
stelligen, sowie noch eine Temperierungszeit von etwa 7 Minuten Daue: 
im Wasserbad folgen zu lassen. Mehrfache Beobachtungen der Anfangs- 
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steighéhen waéhrend und nach dieser Zeit erwiesen, daB der Beginn der 
Gasentwicklung noch nicht einsetzte, da die Quecksilbersiule nur die von 
den Beobachtungen bei den anderen Methoden her bekannten minimalen 
Versehiebungen des Meniskus erfuhr, die durch Ausgleich der durch Hand- 
wirme und andere éuBere Faktoren bedingten Temperaturdifferenz ver- 
«-huldet waren. Bei der Bewertung des Faktors kommt hier noch ein 
Moment in Frage, das bei den vorhergehenden Reaktionen nicht vorhanden 
war. Die Garung ist mit dem Verbrauch eines gewissen Anteils des Zuckers 
fiir Stoffwechselzwecke des Pilzes verbunden. Dieser nicht als Gasdruck 
meBbare Anteil des Zuckers wird erfaBt durch den Faktor, der dadurch 
eine Vergr6éBerung gegeniiber den Werten bei den bisherigen Bestimmungen 
erfahrt. Als weitere den Faktor steigernde Momente kommen in Betracht 
einmal die relativ gréBere Léslichkeit des Kohlendioxyds in wiasserigen 
Fliissigkeiten, weiterhin die Kompressibilitaét dieses Gases. Da aber alle 
genannten hier besonders auftretenden Momente unter gleichen Bedingungen 
eine Konstanz besitzen, was die Versuche auch darlegten, lassen sie sich 
durch den vergréBerten Faktor erfassen, womit die Anwendung des P. V. M. 
auch fiir diese Bestimmungsart als zweckmaBig erscheint. Dies zeigen die 
folgenden tabellarischen Aufstellungen. Die Kurvendarstellung der Fehler- 
grenzen l4Bt erkennen, daB im Hdéchstfalle der Fehler der Garversuche 

1,75 % betragt, meist aber geringer ist. Bei Annahme einer theoretischen 
Entwicklungsmenge von 10,0mg Kohlendioxyd kann die Kurve auch 
dazu dienen, die Abweichungen fiir jeden Apparat in Milligrammen Kohlen- 
dioxyd abzulesen. 


Tabelle VII. 





Apparat : I iW 1 6 14 : 16 17 


30,69 29,82 30,37 | 35,14 37,01 | 34,74 
31,91 29.98 | 31,70 | 34,08 35,83 34,44 
% Dittecmenerte eee 0 30,08 32,32 | 35,37 36,57 | 35,24 
0 30,78 30,22 30,22 31,29 | 35,13 36,06 34,61 
29,55 30,59 31,25 | 34,87 
| 85,78 


Mittelwert: 30,79 30,14 31,39 35,96 36,37 34,76 
Faktor: 1,445 1,431 1,458 1,540 1,572 1,533 





Apparat : 19 20 3» 44 4 48 5D 


36,17 35,61 | 35,66 35,88 37,76 38,61 34,42 33,75 
35,88 35,38 | 35,56 35,37 | 38,53 40,05 34,52 35,49 
% Differenzwerte | 34,70 | 34,20 | 34,59 35,77 39,24 38,75 | 35, 34,73 
36,62 | 35,16 | 35,41 36,25 38,81 39,55 36,23 35,52 

34,85 | 34,59 | 35,04 
Mittelwert: | 35,64 34,99 35,25 35,82 38,58 39,24 35, 34,87 
Faktor: 1,554 1,538 1,544 1,558 1,628 1,646 1,544) 1,535 


Eine einen guten Vergleich erméglichende Ubersicht iiber die GréBe 
der Faktoren fiir die verschiedenen Apparate und die einzelnen Be- 
stimmungsarten entsteht, wenn man in ein Koordinatensystem die Faktoren 
als Ordinate und auf der Abszisse die Apparate auftrigt und die so ent- 
standenen zusammengehérigen Punkte verbindet. Diese Art der Sichtbar- 
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machung der Unterschiede bei den einzelnen P. V. M. zeigt sehr sinnfalliy 
das bei den vier Bestimmungsarten gleichmaBig erfolgende An- und Ab 
steigen der FaktorengréBen, bedingt hauptséchlich durch die jeweiligen 
individuellen Verschiedenheiten des Steigréhrenlumens. Die Gesetz- 
maBigkeit in dem Verlauf der vier Kurven ist als Beweis fiir die Brauchbar- 
keit der P. V. M. zu verwerten. 


Zusammenfassung. 


Das Ponderovolumeter nach Paechtner wird als ein Apparat zur 
Ermittlung kleiner, in einem abgeschlossenen Raume neu entwickelter 
yasmengen aus den dadurch bedingten Druckanderungen beschrieben 
und seine Methodik wird erlautert. 

Mit einer Reihe von P.V.M. werden Versuchsserien bei ver- 
schiedenen chemischen und biologischen Bestimmungsverfahren durch- 
gefiihrt, die die Brauchbarkeit des Apparates fiir praktische und wissen- 
schaftliche Zwecke beleuchten. 

Die zur Geltung kommenden Unterschiede der einzelnen Apparate 
bei ihrer individuellen Arbeitsweise werden durch die Bestimmung eines 
fiir jeden Apparat und jede Bestimmungsart individuellen Faktors 
behoben. 

Fiir die serienweise Herstellung der Apparate erscheint es zweck- 
miBig, eine einheitliche Normierung, d.h. eine annihernde Uber- 
einstimmung des Urvolumens (Entwicklungskélbchen und Manometer- 


stopfen) und ein tunlichst einheitliches Kaliber der Steigréhren an- 
zustreben. Hierdurch ware es méglich, fiir jedes der in Frage kommenden 
Anwendungsgebiete allgemeingiiltige Eichtabellen und Kurven mit- 
zuliefern, die der Einfiihrung derselben, auch auBerhalb des wissen- 
schaftlichen Laboratoriums, sehr dienlich sein kénnten. 


Meinem hochverehrten friiheren Chef und Lehrer, Herrn Professor 
Dr. Paechiner, méchte ich fiir seine rege Anteilnahme an dieser Arbeit 
sowie fiir mannigfache Ratschlige meinen verbindlichsten Dank aus- 


sprechen. 
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Die Bedingungen der Verbindung der Eiweibstoffe des Gehirns 
mit den Alkaloiden und den tierischen Basen’. 


Von 


Anna Petrunkina und Michail Petrunkin. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts fiir experimentelle 
Medizin zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1928.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Da die Bedingungen der Alkaloidwirkung und die Substanz, mit 
welcher sie in der Zelle reagieren, wenig bekannt sind, so suchten wir 
diese Fragen etwas zu klaren. 

Als Ausgangspunkt unserer Arbeit diente uns Loebs Regel (1), nach 
welcher Verbindungen der Eiweibstoffe mit Anionen oder Kationen 
eines neutralen Salzes véllig von der Reaktion des Milieus abhangen. 
Ist diese Reaktion alkalischer, ist das pa héher als der isoelektrische 
Punkt des genommenen Eiweibes, so reagiert das Eiweif nur mit 
Kationen; ist sie sauer (ist das p,: niedriger als der isoelektrische Punkt 
des EiweiBes), so kann das EiweiB — wie jeder andere Ampholyt — sich 
nur mit Anionen verbinden. Pauli (2) hat gezeigt, daB der Zusatz von 
Base immer neue Carboxylgruppen des EiweiBmolekiils reaktions- 
fihig macht; bei einer geniigend groBen Menge der Base kann das 
EiweiB auf diese Weise sehr stark negativ geladen werden und recht 
viele Kationen binden; der Zusatz der Siure macht umgekehrt immer 
neue Aminogruppen reaktionsfihig; bei einer geniigend groBen Menge 
der Séure wird das EiweiB stark positiv geladen und kann mehrere 
Anionen binden. Die Alkaloide bilden eine Klasse durch ihren gemeinsamen 
basischen Charakter, darum dachten wir, daB sie sich nach dieser Regel 
mit EiweiB verbinden werden. In einer friiheren Arbeit (3) fanden wir, 
daB dies in der Tat fiir die Verbindung der Gelatine mit den Alkaloiden 
(Chinin, Strychnin, Atropin) und tierischen Basen (Adrenalin, Guanidin) 
gilt. Aber im lebenden Organismus interessiert uns nicht die Verbindung 
dieser Basen mit Gelatine oder ihre verwandten Substanzen, sondern 


1 Vorgetragen auf dem III. KongreB der russischen Physiologen, Moskau, 
den 30. Mai 1928. 
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ihre Verbindung mit der Nerven- oder Gehirnsubstanz. Noch’ jetzt 
glauben die meisten Forscher auf diesem Gebiete, daB im Gehirn die 
Alkaloide mit den Lipoidstoffen reagieren, und daB der groBe Lipoid. 
gehalt des Gehirns dafiir verantwortlich ist, daB die Alkaloide eine so 
gewaltige Wirkung auf das Nervensystem besitzen. Im Lichte der 
neuen Angaben iiber die EiweiBreaktionen schien es uns unméglich, 
daB8 Eiweibstoffe des Gehirns in dieser Hinsicht keine Rolle spielen 
Darum machten wir eine Reihe von Versuchen mit den Eiweibstoffen 
des Gehirns und Alkaloiden und tierischen Basen (Strychnin, Chinin, 
Morphin, Cocain, Guanidin). 

Die Versuchsanordnung war folgende: Man sammelte mit einem 
Volkmannschen Léffel die graue Substanz des menschlichen Gehirns 
(das Gehirn wurde vordem von den Gehirnhauten befreit, vom Blute 
abgespiilt und mit Léschpapier getrocknet). Diese Substanz wurde 
dann auf Glasplatten in diinner Schicht ausgebreitet und im Trocken- 
schrank bei Zimmertemperatur mit Hilfe eines Luftstroms getrocknet ; 
dies geschieht recht schnell. Dann wurde sie von den Glasplatten 
abgekratzt und im Vakuum iiber CaCl, aufbewahrt, auf diese Weise 
bleibt sie sehr lange unverindert. Um sie von den Lipoiden zu befreien, 
lieBen wir eine gewisse Menge dieser Substanz mit einer groBen Menge 
Toluol + 5°, absoluten Alkohols bei 37° stehen und wechselten die 
Extraktionsfliissigkeit jeden Tag, bis sie ganz ungefirbt blieb. Dann 
iibertrugen wir die Substanz in einen Apparat von Tar, wo sie mit 
siedendem Toluol extrahiert wurde, bis die Extraktionsfliissigkeit 
farblos blieb und fast keinen Riickstand hinterlie3, dann mit siedendem 
Athylalkohol bis zu demselben Resultat!; nach diesem — um die 
Extraktivstoffe, deren Menge im Gehirn sehr bedeutend ist, zu ent- 
fernen — mit siedendem Wasser? wieder bis zur Farblosigkeit und fast 
voller Abwesenheit des Riickstandes im Extraktionswasser. Auf diese 
Weise erhielten wir ein griuliches, sehr leichtes Pulver, welches wir 
fiir unsere Versuche benutzten. Das Pulver besteht fast ausschlieBlich 
aus Eiweib, ist aber infolge der hohen Temperatur denaturiert worden 

Der weitere Gang des Versuchs war — wie auch in der vorigen 
Arbeit (3) — zum gréBten Teil nach Loebs Angaben gefiihrt, d.h. wir 
wogen in mehrere Becher je | g der EiweiBsubstanz ab und iibergossen 
sie mit verschieden starken Lésungen von H,SO, und NaOH (von 


1 Im Versuch mit Strychnin arbeiteten wir mit EiweiBstoffen des 
ganzen Gehirns, welche von Wasser, Lipoiden und Extraktivstoffen befreit 
waren. Diese Reste enthielten EiweiSstoffe der grauen wie der weiben 
Substanz. 

2 Im Versuch mit Chinin statt des Wassers benutzten wir eine n/1000 
Lésung von Essigséure; vielleicht ist das die Ursache, daB die Chininkurv: 
in einem anderen Punkte die Abszisse kreuzt als die Kurve von allen 


anderen Basen. 
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n 40 bis n/1000) und lieBen sie eine Stunde bei 15° stehen ; dann filtrierten 
wir ab, wuschen zweimal mit 25 ccm eiskaltem Wasser und filtrierten 
wieder ab; dann sammelten wir die Proben, die jetzt verschiedene py 
besaBben, wieder in die Becher und iibergossen eine jede mit 20 ccm einer 
nO Lésung der Base (Alkaloid oder Guanidin). Nach einer Stunde 
filtrierten wir (bei 15°C) die Fliissigkeit ab und wuschen jede Probe 
sechsmal mit 25 cem eiskalten Wassers. Das Filtrat mit Waschwasser 
wurde fiir jede Probe gesammelt und die Alkaloid- oder Basenmenge 
bestimmt. Die Alkaloide wurden durch Titration — wie in voriger Arbeit 
das Guanidin — nach Kjeldahl bestimmt. Die Differenz der zugesetzten 
und gefundenen Basenmenge zeigte uns, wieviel Base mit dem Eiweil 
in Verbindung trat. Dann bestimmten wir das py des Eiweibes elek- 
trometrisch. 

Alle Versuche, ohne eine einzige Ausnahme, gaben uns das gleiche 
Resultat. Die Alkaloide und das Guanidin kénnen sich mit den Eiweib- 
stoffen des Gehirns verbinden, diese Verbindung findet aber nur statt, 
wenn das py des Milieus héher als 4 liegt. Ist es niedriger, so werden die 
Basen gar nicht oder nur in recht kleiner Menge gebunden. Chinin gab 
uns wieder eine Kurve, die den sauren Teil unter Null hat; dies wundert 
uns nicht, denn wir arbeiteten auch dieses Mal mit Chininum mono- 
muriaticum, und wir glauben, da die zwei basischen Gruppen des 
Chinins als einer starkeren Base Séure von der Gelatine als 
schwicherer Base — binden konnten (Tabelle und Kurven). 


Tabelle I. 
EiweiBstoffe des menschlichen Gehirns, gebunden in Kubikzentimeter 
einer n/10 Lésung. 





Strychs Chinini Morphini Cocaini Guanidini 


ini - : ; 
nitriel® monomuriatici muriatici muriatici carbonici 


*. . ** 


ccm Pa® com com Pa 


/10H,SO, .. || — |+1,65/8382) — 
» 20 HyS0, 


ne eM Saad pc RO ey aes ee eee 
n40H,S0, . . 0,0 | 41,78 4,02) +0,12 3.37 + 0,25 3,36 we 
2 4 


n80 H,SO,. . - — |— — 3,32 
nl60HsSO,. . 0,30 | +.0,91 4,63 0,23 4,1 0,35 

n640H,SO,. . 05 0,07 5,56 0,43 5,99 0,3 

n/2560 HoSO, . 0,6 0,8 |5,99) — - — 

n10249 H,SO, 0.6 _ — _ — 

heres 6,13 98 | 6,85 0,37 

n/10240 NaOH 0,65 - — - 

n/2560 NaOH . 0,6 -- ~ 
n640 NaOH . 0,85 35 | 6,i 525 7,01 0,6 
n160 NaOH . | — 2,57 | 6,91 | 576 7,15 1,07 


* py nicht bestimmt. 
** py elektrometrisch mit Chinhydron bestimmt. 
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Ob sich die Alkaloide im Gehirn nur mit den EiweiSstoffen ver. 
binden oder nicht, das kénnen wir noch nicht sagen. 


Aber die Be. 


dingungen, die iiberhaupt die Alkaloidwirkung verstarken [ £. Overton (4 
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Eiweifstoffe des ganzen Gehirns und Strychninum nitricum. 
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Abb. 2. 
EiweiBstoffe der grauen Substanz des 
Gehirns und Chininum monomuriaticum. 
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Labes (5), Dierks (6), Régnier und David 
(7), Zipf (8)], stimmen mit den Be. 
dingungen tiberein, unter denen sie durch 
die EiweiBstoffe in gréBter Menge ge- 
bunden werden. Wahrscheinlich liegt der 
mittlere isoelektrische Punkt des Ge. 
misches der durch Hitze denaturierten 
Gehirneiweibstoffe nahe an 3,5, denn 
hi@r (auBer Chinin, wo das EiweiB in einer 
anderen Weise denaturiert wurde) fangt 
die Basenbindung an. Doch war unser 
EiweiB in allen Fallen denaturiert und 
die Frage bleibt offen, ob das native 
EiweiB dieselben Eigenschaften besitzt. 
Schon ‘a priori scheint es unméglich. 
daB natives EiweiB weniger reaktions- 
fahig ist als das denaturierte, doch 
hielten wir es fiir richtiger, mit der 
nativen grauen Substanz einige Versuche 
auszifiihren. Wir haben damit be- 
gonnen, ihre Zahl ist noch zu klein, 
doch gewannen wir den _ Eindruck. 
als ob sie zu  denselben Schliissen 
fiihren werden. Ahnliche Versuche hat 
Keeser (9) mit dem Euglobulin, dem 
Hamoglobin und der Gelatine gemacht 
und fand, daB mit der Steigerung des 


une 
Dr 


des 


In | 


1924 


| Mos! 
) Gen 


Ba sete ot Sev OPT OAT i oD) 


a 





22, } 
Arcl 
RL 
u. P 


den 








Verbindung der EiweiSstoffe des Gehirns usw. 189 
er- [pu von 6,7 bis 8,2 die Menge des vom Eiweif gebundenen Morphins 
Be. und Cocains steigt. 

4 AuBer den genannten Alkaloiden haben wir noch zusammen mit 
| Dr. W. M. Karassik! Versuche mit Curare ausgefiihrt und die Menge 
des Gifts biologisch an Fréschen bestimmt. Dies wird ausfiihrlicher 

in einer anderen Arbeit besprochen werden. 





























48 , 
| 1 | 
| ! 
16} 1 
| | 
7 | | 
| 
eo | | 
s | f 
$10] / 4 
S 
Ss | 
= 44} 
pd ~ 96} | 
S | 
se. 3 
Sa4l j 
ch j | 
re 02 
ler 
‘ 0 s 
re 
a ies 
G2 7 
nn 
DH 30 40 50 60 20 40 
er 
Abb. 3. 
gt Eiweiistoffe der grauen Substanz des Gehirns. 
3eT --—- Morphinum muriaticum. Cocainum nitricum. Guanidinum carbonicum. 
nd 
we Literatur. 
zt 1) J. Loeb, Proteins and the theory of colloidal behaviour. New York 
h 1924. — 2) W. Pauli, EiweiBkérper und Kolloide, russische Ubersetzung. 
<i Moskau 1928. 3) Anna Petrunkin und Michail Petrunkin, Journ. of 
S- B Gener. Phys. 7, 101 bis 110, 1927. — 4) EB. Overton, Zeitschr. f. physik. Chem. 
ch — 22, 189, 1897. — 5) R. Labes, diese Zeitschr. 180, 14, 1922. — 6) K. Dierks, 
ler & Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 118, 216, 1926. — 7) J. Régnier und 
he R. David, C. r. Soc. Biol. 98, 938, 1925. — 8) Zipj, Arch. f. exper. Pathol. 
of u. Pharm. 124, 259, 1927. — 9) Keeser, Zeitschr. f. klin. Med. 49, 1924. 
in, : 
‘ 1 Vorgetragen auf dem IIT. KongreB der russischen Physiologen, Moskau, 
kK. F den 30. Mai 1928. 
en § 
at } 
m - 
it. 
les : 











Beitrige zur Frage des Hexosenabbaus in der Pflanze. 


Ill. Mitteilung: 
Zur Frage tiber die Cozymase der Pflanze. 


Von 
W. Zaleski und E, Schatalowa-Zaleskaja. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium zu Charkow.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1928.) 


Bodnar" hat nachgewiesen, daB das durch Dialyse inaktiv gewordene 
Erbsenmehl durch Zusatz von aufgekochtem Erbsensamenextrakt 
seine Fahigkeit zur Alkoholgirung zuriickgewinnt. Zur Wirkung der 
Erbsenzymase ist also ein Stoff notwendig, der als ein Coferment fungiert 
und der bei der Alkoholgirung der Erbsen dieselbe Rolle wie die Cozy- 
mase der Hefegirung spielt. Dennoch ist nach Bodnér das spezifische 
Coenzym der pflanzlichen Zymase mit der Hefecozymase nicht identisch 
Tatsachlich wird ,,die alkoholische Garung des dialysierten Erbsenmehls 
durch coenzymhaltigen Trockenhefeextrakt nicht zuriickgestellt**. 

Hingegen haben wir gefunden?, dais das dialysierte Erbsenmeli! 
nicht nur durch Erbsensamenextrakt, sondern auch durch Trocken- 
hefekochsaft seine Fihigkeit zur Alkoholgarung zuriickgewinnt. Da 
diese Extrakte auch die Alkoholgiirung des nativen Erbsenmehls 
stimulieren, so haben wir angenommen, dal sie einen spezifischen 
Aktivator der Erbsenzymase enthalten. Darauf haben wir uns dic 
Aufgabe gestellt, die Rolle dieses Aktivators bei der Alkoholgarung der 
Erbsensamen naher zu untersuchen. Diese Frage ist eng mit den Unter. 
suchungen iiber die Hefecozymase verkniipft. 

Die Rolle der Cozymase bei der Hefegaérung ist noch nicht geklart. 
Euler und seinen Mitarbeitern verdanken wir neuere interessante Unter- 
suchungen tiber diese Frage. Zuerst haben Myrbdck und Jakobi® nacii- 
gewiesen, daB fiir die durch Hefe bewirkte Dismutation des Acetaldehyis 
ein Coenzym notwendig ist. Die von Neuberg* in der Hefe gefundene Mutase 


1 Bodnar, diese Zeitschr. 165, 145, 1925. 

2 Zaleski und Pissarjewski, ebendaselbst 189, 39, 1927. 

8 Myrbdck und Jakobi, Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 245, 1926. 
4 Neuberg und Hirsch, diese Zeitschr. 96, 175, 1919. 
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bedarf also zu ihrer Wirkung eines Coenzyms. Nach Euler! ist das Coenzym 
der Mutase mit dem fiir die Alkoholgérung notwendigen, von Harden ent- 
deckten Coferment identisch. Der Verfasser nimmt an, daB die Aldehyd- 
mutase tiberall nur in Anwesenheit der Cozymase wirkt. Nach Euler besteht 
dic Aufgabe der Cozymase bei der Hefegarung darin, daB sie eine Reaktion 
erméglicht, die von derselben Art ist, wie die Dismutation des Acetaldehyds. 
Nach dieser Ansicht ist der erste Vorgang beim Hexosenabbau eine 
Cannizzaro-Reaktion zwischen zwei Hexosemolekiilen. Es wird also der 
Zuckerabbau durch einen dismutationséhnlichen Vorgang unter dem 
EinfluB der Mutase und deren Coenzym eingeleitet. 


Uber die Cozymase héherer Pflanzen sind wir sehr wenig unterrichtet. 
Meyerhof? hat in Wasserextrakten aus keimenden Erbsensamen einen 
kochbestandigen Stoff gefunden, der die Alkoholgéirung der extrahierten 
lefe stimuliert. Auch Fuler* hat eine Cozymase fiir verschiedene pflanz- 
liche Objekte nachgewiesen. 


Die angefiihrten Tatsachen zeigen nur, daB verschiedene Pflanzen 
einen Stoff enthalten, der auf die Alkoholg&rung der Hefe und auf die 
durch diese bewirkte Dismutation des Acetaldehyds wie die Hefecozymase 
wirkt. Es ist aber unbewiesen, daB dieser Stoff auch auf die Alkoholgérung 
dieser Pflanzen ebenso wirkt. Zwar hat Bodndr* in den Erbsensamen ein 
wahres Coferment der Zymase gefunden, dennoch behauptet er, dab es 
mit der Cozymase der Hefe nicht identisch ist. Hingegen haben wir nach- 
gewiesen, daB die sogenannte Erbsencozymase durch diese der Hefe ersetzt 
werden kann. Weiter zeigt Euler (1. c.), daB eine schwache, aber doch gut 
meBbare Mutasewirkung héherer Pflanzen von der Hefecozymase aktiviert 
wird. Es scheint, als ob die Cozymase héherer Pflanzen mit dem Coenzym 
der Mutase derselben identisch ist. Dennoch ist es unbewiesen, daB die 
Mutase héherer Pflanzen zu ihrer Wirkung eines Coenzyms bedartf. 


Streng gesagt, ist es zurzeit nur bewiesen, daB das durch Dialyse 
inaktiv gewordene Erbsenmehl durch Zusatz von aufgekochtem Erbsen- 
samen- und Trockenheteextrakt seine Fahigkeit zur Alkoholgérung zuriick- 
gewinnt. Daher haben wir uns die Aufgabe gestellt, zu untersuchen, ob 
das Coferment der Erbsenzymase in demjenigen Stadium des Zucker- 
abbaus beteiligt ist, das mit der Alkoholbildung unmittelbar verkniipft ist. 


Der Athylalkohol kann entweder durch direkte Hydrierung oder infolge 
der Dismutation des Acetaldehyds entstehen. Diese Reaktionen werden 
an demselben Substrat von demselben Enzym katalysiert. Die Aldehydrase 
und Aldehydmutase sind identisch. In beiden Fallen findet eine Um- 
wandlung, d.h. ein Verbrauch des Acetaldehyds durch Objekte statt. 


Schon langst haben wir nachgewiesen®, daB abgetétete Erbsensamen 
eine ansehnliche Menge des auf Kosten der zugegebenen Brenztraubenséure 
entstandenen Acetaldehyds in Athylalkohol tiberfiihren. Vor kurzem hat 


' Euler und Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 28, 1927. 

2 Meyerho}, Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 28, 1927. 

% Euler und Pettersson, ebendaselbst 114, 4, 1921; Euler und M yrbdck, 
ebendaselbst 187, 173, 1928; Euler und Steffenburg, ebendaselbst 175, 
98, 1928. 

4 Bodnar, |. c. 

5 Zaleski und Marx (Schatalowa-Zaleskaja), diese Zeitschr. 48, 175, 1913. 
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Bodnar' diese Tatsache bestitigt. So z. B., wenn man 5g Erbsenmeh 
mit 10cem Acetaldehydlésung (25 mg) versetzt, so verbraucht es im Zeit- 
raum von 20 Stunden etwa 17,3 mg (um 69°) desselben. Weiter berichtet 
Stoklasa® iiber die in seinem Laboratorium ausgefiihrten Versuche, die 
zeigen, daB die Erbsensamen, die Aldehydmutase enthalten, die Aldehyde 
in entsprechende Alkohole und Séuren nach der Art der Cannizzaro- 
Reaktion umwandeln. 


Es ist der Zweck vorliegender Mitteilung, zu untersuchen, ob fiir 
die durch das Erbsenmehl bewirkte Acetaldehydumwandlung ein 
Coferment notwendig ist und ob es mit diesem der Erbsenzymase 
identisch ist. Daher war der Plan der Untersuchung derselbe, wie in 
der vorigen Arbeit’. 


Zu den Versuchen haben wir wie friiher das dialysierte und native 
Mehl der gut und schlecht keimenden Erbsensamen und -keimlinge 
sowie das der unreifen Samen genommen. Das Erbsenmehl wurde 
in der friiher beschriebenen Weise der Dialyse unterworfen, abfiltriert 
und dann frisch oder nach vorherigem Trocknen und Zermahlen ver- 
wendet. Das dialysierte und native Erbsenmehl wurde mit einer ent- 
sprechenden Menge Acetaldehydlésung und Toluol (8 bis 10°.) versetzt 
und auf eine bestimmte Zeit bei Zimmertemperatur in gut geschlossenen 
GefaiBen stehengelassen. In anderen Fallen wurde das Mehl mit einer 
solchen Menge Trockenhefe- und Erbsensamenextrakt unter Acet- 
aldehyd- und Toluolzusatz versetzt. 


Zur Bereitung von Hefeextrakt wurden 5g gepulverter Trockenhefe 
mit 50 ccm destillierten Wassers versetzt, einige Minuten lang gekocht, 
abfiltriert und dann zu den Versuchen benutzt. Die Herstellung des 
Kochsaftes der Erbsensamen wurde in der friiher beschriebenen Weise 
ausgefiihrt. 

Die zu unseren Versuchen benutzten Lésungen von Acetaldehyd 
wurden von frisch destilliertem, reinstem Acetaldehyd hergestellt. 


Nach beendigtem Versuch haben wir den nicht verbrauchten 
Acetaldehyd bestimmt. Der Acetaldehyd wurde in Bisulfitlésung 
abdestilliert; bei Rektifikation haben wir Bleioxyd genommen. Zuerst 
haben wir den BisulfitiiberschuB durch Jod gebunden, und nachdem 
der gebundene Acetaldehyd von Bisulfit durch Zusatz gesattigter 
NaHCO,-Lésung abgespalten worden war, wurde das gebundene 
Bisulfit mit n/100 Jodlésung titriert. 


! Bodnar, |. c. 

2 Stoklasa, Ber. d. Deutsch. bot. Gesellsch. 44, 248, 1926. 

3 Zaleski und Pissarjewski, diese Zeitschr. 189, 39, 1927; Zaleski und 
Notkina, ebendaselbst. 
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Versuche 1 und 2. 
Je 10 g dialysiertes Mehl der eintaégigen Erbsenkeimlinge + 25 cem 1. Acet- 
allehydlésung + 2,5cem Toluol, 2. Trockenhefeextrakt + Acetaldehyd 
2.5cem Toluol. Versuchsdauer 20 Stunden. 





Hinzugefugter Zuriickgewonnener Verbrauchter 
Acetaldehyd Acetaldehyd Acetaldehyd 


mg mg m, 


wa 


cf —_——— 
lrockenhefeextrakt 
Wasser ‘ke ae 
lrockenhefeextrakt 
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Versuche 3 und 4. 
Je 5g dialysiertes Mehl der Erbsensamen und -keimpflanzen + 15 cem 
Trockenhefeextrakt + 1,5cem Toluol + 13,2 mg Acetaldehyd. Versuchs- 
dauer 20 Stunden. 





Hinzugefiigter Zuruckgewonnener Verbrauchter 
Acetaldehyd Acetaldehyd Acetaldehyd 


mg meg mg 


EE OT er ee ae 13,2 H 8,7 
Kintégige Keimlinge .. . 13,2 . 5,8 
Dreitagige > ge” 13,2 9 3,9 
Finftagige ae 13,2 i 1,9 


Versuche 5 und 6. 


Je 10g dialysiertes Mehl der schlecht keimenden Erbsensamen (10 Keim- 
prozent) + 25cem Trockenhefeextrakt + 2,5cem Toluol + 13,2 mg 
Acetaldehyd. Versuchsdauer 20 Stunden. 





Hinzugetiigter Zuriickgewonnener Verbrauchter 
Acetaldehyd Acetaldehyd Acetaldehyd 


mg mg mg 


13,: 13,0 0,2 
13, 12,7 0,5 


Das dialysierte Erbsenmehl, das héchstens in Spuren Kohlenséure 
und Alkohol bildet, verbraucht nur Spuren von Acetaldehyd. Durch Zusatz 
von aufgekochtem Trockenhefeextrakt gewinnt das inaktive Mehl seine 
Fahigkeit zur Alkoholbildung' und Acetaldehydumwandlung zuriick. 
Nach Zusatz von Trockenhefeextrakt wird die Aktivitaét des dialysierten 
Mehles der ungekeimten Erbsensamen in gréBerem Grade als das der Keim- 
pflanzen zuriickgestellt (Versuche 3 und 4). Dank der Strukturvermehrung 
wahrend der Keimung der Samen werden die Garungsenzyme empfindlicher 
gegen die schadigenden Einfliisse verschiedener Art, die zu einer Inaktivierung 


1 Zaleski und Pissarjewski, |. ¢. 
Biochemische Zeitschrift Band 201. 
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und Zerstérung derselben fiihren. Das dialysierte Mehl der schlecht keimen. 
den Erbsensamen ist ganz unfahig, nach Zusatz von Trockenhefekochsait 
Acetaldehyd umzuwandeln. Es handelt sich dabei um eine Anderung des 
Kolloidzustandes der Enzyme wahrend des Alterns der Samen. 


Die GréBe der Acetaldehydumwandlung durch das Mehl hangt nicht 
nur von seiner Beschaffenheit, sondern auch von Qualitat des Trockenhefe. 
extrakts ab. So wirkt der aus der lange aufbewahrten Trockenhefe he: 
gestellte Extrakt schwicher als der aus der frischen bereitete. Wir haben 
einen gewissen Parallelismus zwischen dem Wirkungsgrad des Trocken.- 
hefeextrakts und seinem Gehalt an SH-Gruppe nachgewiesen. Wenn 
sogar dieser Parallelismus zufallig ist, so kann jedoch der SH-Gehalt de: 
Extrakte als ein Indikator ihrer Wirkung dienen. Der Erbsensamenextrakt 
wurde von uns nicht verwendet, da er keine eindeutigen Resultate gibt 
und da die Bereitung desselben umstandlich ist. 


Die angefiihrten Versuche sprechen entschieden gegen die Annahme, 
daB die Carboxylase des Erbsenmehles eine im Trockenhefeextrakt vor- 
handene oder entstandene Brenztraubenséure unter Bildung von Acet- 
aldehyd zersetzt, der dann in Athylalkohol iibergefiihrt wird, da keine 
Aldehydumwandlung ohne Zusatz von Hefekochsaft in dem Mehle statt- 
findet. Der Trockenhefeextrakt enthalt also einen kochbesténdigen Stoff, 
der zur Alkoholgéirung und Acetaldehydumwandlung des Mehles notwendig 
ist. Ein auffallender Parallelismus zwischen der Stimulation der CO,.- 
Produktion verschiedener Pflanzen durch Trockenhefeextrakt und de: 
Vergaérung der Brenztraubenséure durch diese Objekte, den Zaleski! nach- 
gewiesen hat, soll in einer anderen Weise gedeutet werden. 

Durch Dialyse wird aus dem nativen Erbsenmehl ein kochbestandiger, 
fiir die Wirksamkeit der Gréungsenzyme notwendiger Stoff entfernt, der 
mit dem in Trockenhefe vorhandenen wirkungsidentisch ist. Andere Stoffe 
kénnen die Alkoholgairung stimulieren, aber sie sind fiir das Zustande- 
kommen derselben nicht absolut notwendig. So wird die Alkoholgérung 
des Erbsenmehles durch Zusatz von H,-Akzeptoren beférdert; ebenso 
wirkt auch der Luftsauerstoff* in diesem Falle. Daher ist die Annahme 
unrichtig, daB der Luftsauerstoff die Alkoholgérung des Erbsenmehles 
dadurch stimuliert, da8 er aus dem Zymogen Zymase frei macht. 

Vorlaufig bezeichnen wir einen kochbestandigen Stoff, der zur Wirkung 
der Erbsenzymase und -aldehydrase notwendig ist, als ein Coferment diese: 
Enzyme. Es ist also ein Coferment der Zymase mit dem der Aldehydrase 
identisch. Dennoch miissen wir hinzufiigen, daB die Annahme, daB8 diese: 
Stoff ein wahres Coferment darstellt, unbewiesen ist, und man kann auch 
vermuten, daB er einfach als H,-Donator wirkt. Schon langst hat Zaleski* 
geschrieben: ,,Dennoch bleibt es unbekannt, ob der Trockenhefeextrakt 
die Stoffe enthalt, die die Wirkung der Gérungsfermente, wie das z. B. das 
Coenzym tut, stimulieren, oder ob in diesem die Substanzen vorhanden 
sind, die durch diese Objekte vergoren werden.** Zurzeit haben wir keine 
bestimmte Antwort auf diese Frage. 

Ohne die Frage iiber den Mechanismus der Acetaldehydumwandlung 
durch das Erbsenmeh! sowie die Reaktionsgeschwindigkeit dieses Prozesses 


1 Zaleski, Ber. d. Deutsch. bot. Gesellsch. 86, 1913. 
2 Noch nicht publizierte Versuche. 
® Zaleski, |. c. 
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zu beritihren, stellen wir uns vorléufig die Aufgabe, die Bedeutung des 
Coferments fiir die Aldehydrasewirksamkeit wihrend der Keimung und 
Reifung der Erbsensamen naher zu untersuchen. 


Versuche 7 und 8. 


Je 3 g Mehl der Erbsensamen- und Keimpflanzen + 10 cem Wasser + 1 cem 
Toluol + 17,6mg Acetaldehyd. Versuchsdauer 20 Stunden. 





Hinzugetiigter Zuruckgewonnener Verbrauchter 
Acetaldehyd Acetaldehyd Acetaldehyd 


mg mg mg 


Eee eee 17,6 13,5 13,4 4,1 
Kintagige Keimlinge .. . 17,6 5,8 5,9 11,8 
Dreitagige . bad 17,6 6.8 6,9 10,8 
Fanftagige es 17,6 10,6 10.4 7,0 


Versuche 9 und 10. 


Je 5g Erbsenmehl +°15 cem Acetaldehydlésung + Methylenblau, 0,5 ig, 
+ 1,5cem Toluol. Versuchsdauer 20 Stunden. 





Hinzugefiigter Zuriickgewonnener Verbrauchter 
Acetaldehyd Acetaldehyd Acetaldehyd 


mg mg mg 


as 13,2 6.4 ) i, 6,7 
Methylenblaun. ...... 13,2 8,3 


a 13.2 40 : 2 91 


Methylenblau. .... . . 13,2 83 8, 9 —sC6s, 


Wahrend der Keimung der Erbsensamen steigt die Energie der Alkohal- 
garung des Mehles derselben! sehr schnell und erreicht bereits nach Verlauf 
der ersten 2 Tage das Maximum. So bildet das Mehl der eintagigen Erbsen- 
keimlinge zwei- bis viermal mehr CO, und Alkohol als das der ruhenden 
Samen. Nach Erreichen des Maximums nimmt die Energie der Alkohol- 
garung ab. Vorliegende Versuche zeigen, daB auch die Acetaldehyd- 
umwandlung in derselben Weise vor sich geht. So verbraucht das Mehl 
der eintagigen Erbsenkeimlinge dreimal mehr Acetaldehyd als das der 
ruhenden Samen. Nach Verlauf der ersten 2 Tage erreicht die Acetaldehyd- 
umwandlung das Maximum, und dann nimmt die Energie dieses Prozesses ab. 


Durch Zusatz von Methylenblau wird die GréBe der Hydrierung des 
zugegebenen Acetaldehyds vermindert. Es handelt sich um eine Konkurrenz 
des zugegebenen Aldehyds mit Methylenblau um Wasserstoff. 


Die verschiedene Energie der Acetaldehydumwandlung in dem Mehle 
der ungekeimten und gekeimten Erbsensamen hangt hauptsachlich von 
einer Relation zwischen der Aldehydrase und ihrem Coferment, sowie von 
ihrem Zustande ab. Um einen wechselnden und zufilligen EinfluB des 
Mediums, in dem die Aldehydrase der Samen und Keimpflanzen ihre Wirk- 


1 Zaleski und Notkina, |. c. 
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samkeit entfaltet, zu iiberténen, bedienten wir uns, wie friiher, der Methods 
der ausgleichenden Aktivierung. Daher haben wir Coferment in eine 
UberschuB zugegeben. 
Versuche 11 und 12. 
Je 5g Mehl der Erbsensamen und -keimpflanzen + 15 cem Trockenhef: 
extrakt + 1,5 cem Toluol + 17,6 mg Acetaldehyd. Versuchsdaue: 
20 Stunden. 





Hinzugefugter Zuriickgewonnener Verbrauchter 
Acetaldehyd Acetaldehyd Acetaldehyd 


mg mg mg 


a ee eee 6 5,6 5,4 . 12,2 
Kintagige Keimlinge .. . 6 54 5,6 2, 12,0 
Fiinftagige 5 a a f 54 5,0 2. 12.6 


Versuch 13. 


Je 10g Mehl der schlecht keimenden Erbsensamen + 30cem 1. Acet 
aldehydlésung + 3cem Toluol, 2. Trockenhefeextrakt + 3cem Toluol 
+ Acetaldehyd. 





Hinzugefigter Zuriickgewonnener Verbrauchter 
Acetaldehyd Acetaldehyd Acetaldehyd 


mg mg 


Wasser . . en 3,2 11,0 
2 


Trockenhefeextrakt .. . . 3.2 11.0 


Durch einen UberschuB8 an Coferment kann man den Unterschied 
zwischen der Aldehydrasewirksamkeit des Mehles der ungekeimten und 
gekeimten Erbsensamen ganz ausgleichen. Es enthalten also die Samen 
eine geringe Menge des Cofesments, und daher antworten sie auf den weiteren 
Zusatz desselben mit einer starken Steigerung der Acetaldehydumwandlung. 
Die eintaégigen Erbsenkeimlinge enthalten eine hinreichende Menge des 
Coferments, und daher iibt der weitere Zusatz desselben einen geringen 
EinfluB auf die Energie des Acetaldehydverbrauchs aus. 

Die Wirksamkeit der Aldehydrase nimmt parallel mit einer Ver 
minderung und Verlust der Keimfahigkeit der Erbsensamen ab (Versuch 13). 

Die folgenden Versuche wurden mit den reifenden Erbsensamen aus 
gefiihrt. 

Versuche 14 und 15. 


Je 3g Mehl der reifenden Erbsensamen + 10 ccm Wasser + 1 cem Toluo! 
+ 13,0mg Acetaldehyd. Versuchsdauer 20 Stunden. 





Hinzugetigter Zuriickgewonnener Verbrauchter 
Stadien der Reifung Acetaldehyd Acetaldehyd Acetaldehyd 
mg mg mg 
13,0 . 10,2 
13,0 ; 7,8 
13.0 4,0 
13,0 ’ 8,2 
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Versuch 16. 


2g Mehl der reifenden Erbsensamen + 1l0cem Trockenhefeextrakt 
leem Toluol + 17,6mg Acetaldehyd. Versuchsdauer 20 Stunden. 





Hinzugefiigter Zurickgewonnener Verbrauchter 
Stadien der Reifung Acetaldehyd Acetaldehyd Acetaldehyd 


mg mg meg 


8,1 
9.4 


Mit dem Fortschreiten des Reifens der Erbsensamen steigt die Energie 
des Acetaldehydverbrauchs derselben. Je jiinger die Samen sind, desto 
mehr antwortet das Mehl derselben auf Zusatz von Trockenhefeextrakt 
mit einer Steigerung des Acetaldehydverbrauchs. Durch Zusatz von Trocken- 
hefeextrakt kann man die Geschwindigkeit der Acetaldehydumwandlung 
in dem Mehle verschiedener Reifestadien ausgleichen. Wir gedenken, iiber 
den Mechanismus der Acetaldehydumwandlung in dem Mehle der unreifen 
Erbsensamen, sowie tiber die Bedeutung dieses Prozesses eine ausfiihrliche 
Mitteilung zu machen. 

Zuletzt fiihren wir unsere Versuche mit dem dialysierten Mehle der 
unreifen Erbsensamen an. 

Wir haben schon friiher nachgewiesen!, daB das dialysierte Mehl der 
unreifen Erbsensamen im Gegensatz zu dem der ruhenden und gekeimten 
eine merkliche CO,-Menge bildet. Daraus haben wir den Schlu8 gezogen, 
daB das Coferment der Erbsenzymase in den unreifen Samen fester als in 
ruhenden gebunden ist. Zu diesen Versuchen haben wir die Samen der 
spaiteren Stadien des Reifens genommen. Daher haben wir zu vorliegenden 
Versuchen das dialysierte Mehl der ersten Stadien des Reifens benutzt. 


Versuche 17 und 18. 


Je 4 g dialysiertes Mehl der unreifen Erbsensamen + 20 cem Wasser + 2 cem 
Toluol + 13,2 mg Acetaldehyd. Versuchsdauer 20 Stunden. 





Hinzugefugter Zuruckgewonnener Verbrauchter 
Acetaldehyd Acetaldehyd Acetaldehyd 


mg mg mg 


2 6.4 6.8 
13,2 73 5.9 


Das dialysierte Mehl der unreifen Erbsensamen im Gegensatz zu 
dem der gereiften und der Keimpflanzen derselben verbraucht den Acet- 
aldehyd auch ohne Zusatz von Coferment. Man kann vermuten, dai das 
Coferment der Garungsenzyme der unreifen Erbsensamen fester als das 
der ruhenden gebunden ist, aber streng gesagt, bedarf die Frage iiber die 


sogenannte Cozymase der hdheren Pflanzen einer eingehenden Unter- 


suchung. 


! Zaleski und Pissarjewski, |. c. 
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Zusammenfassung. 


1. Durch Dialyse verliert das Mehl der Erbsensamen und -keim 
pflanzen seine Fahigkeit, Acetaldehyd zu verbrauchen. Durch Zusatz 
von Trockenhefekochsaft wird die Fahigkeit des dialysierten Mehles 
zur Acetaldehydumwandlung restituiert. Das Erbsenmehl bedarf 
also zur Acetaldehydumwandlung eines kochbestandigen Stoffes, der 
in Trockenhefeextrakt erhalten ist und den wir vorlaufig als ein Coferment 
der Erbsenaldehydrase bezeichnen. Das Coferment der Aldehydrase 
ist mit dem der Zymase (also mit der sogenannten Cozymase) identisch 

2. Durch einen Uberschu8 an Coferment kann man den Unterschie« 
zwischen der Aldehydrasewirksamkeit der ungekeimten und gekeimten 
Erbsensamen ausgleichen. Die Frage iiber die Veranderung der Aldehy- 
draseaktivitat wiahrend der Keimung der Erbsensamen bedarf einer 
eingehenden Untersuchung. 

3. Das Coferment der Aldehydrase ist in unreifen Erbsensamen 
fest gebunden. Das dialysierte Mehl der unreifen Erbsensamen verbraucht 
den zugegebenen Acetaldehyd. In diesem Falle wird der Acetaldehyd 
zur Bildung unbekannter Stoffe verwendet. 

4. Die Frage iiber die sogenannte Cozymase héherer Pflanzen 
ist noch unklar und bedarf einer eingehenden Untersuchung. 





Uber die Caleiumaufnahme der Darmmuskulatur 
wihrend Adrenalinwirkung. 


Von 
L. Jendrassik und Sz. Donhoffer. 
(Aus der medizinischen Klinik der K. Erzsébet-Universitaét, Pécs, Ungarn.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der staatlichen Stiftung zur Férderung der 
Naturwissenschaften. ) 


(Eingegangen am 27. Juli 1928.) 


Im Rahmen einer eingehenden Forschung der Ionenwirkungen auf 
dem ganzen Gebiete der experimentellen Medizin sammelten sich 


wihrend der letzten Jahre mehrerlei Befunde, die auf ein Mitspiel von 
Elektrolyten bei der Funktion vegetativer Nerven hinzudeuten schienen. 
Auf Grund dieser Beobachtungen sind von manchen Autoren auch 
Hypothesen iiber die Art und Weise der autonomeh Innervation auf- 
gestellt worden. Sucht man den Weg zur Klarung der schweren Frage 
iiber den Wirkungsmechanismus vegetativer Nerven und ihrer Gifte, 
so kénnen die bereits angeschlagenen Richtungen nicht auBer acht ge- 
lassen werden. 

In friiheren Arbeiten haben uns diese Fragen bereits beschaftigt. 
Wir suchten zu beweisen, daB die bisherigen Versuchsergebnisse nicht 
zugunsten einer lonentheorie der vegetativen Reizung entscheiden 
kénnen. So war die von S.G.Zondek beschriebene Parallelitat von 
Gift- und Ionenwirkungen durch eine etwas eingehendere Untersuchung 
leicht widerlegbar (1) (2). Eine andere Gruppe der Erscheinungen 
bildet die Ionenaufnahme bzw. -abgabe wahrend Erregung vegetativer 
Nerven. In einer friiheren Arbeit wurden die hierher gehérenden Beob- 
achtungen bereits erwihnt und ihre Bedeutung fiir die Frage kritisch 
geschildert (1., S. 79). 

Nun mégen die Resultate unserer Versuche mitgeteilt werden, 
welche wir in dieser Richtung an einem durch vegetative Innervation 
stark beeinfluBbaren und in seinem pharmakologischen Benehmen 
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gut erforschten Organ, dem iiberlebenden Warmbliiterdarm, ausgefiihrt 
haben. Noch im Jahre 1925 sind im Budapester physiologischen Institut 
Versuche begonnen worden, um etwaige Anderungen des Calcium 
und Kaliumgehalts der Umspiillésung wahrend Adrenalin-, Cholin- 
und Pilocarpinwirkung nachzuweisen. Um méglichst starke Effekte zy 
erhalten, wurde die Versuchszeit auf 15 bis 45 Minuten und noch langer 
ausgedehnt, es konnten aber keine bzw. keine regelmaBigen Anderungen 
verzeichnet werden. Nach der Kenntnisnahme der kurz vor dieser 
Zeit erschienenen Arbeit von Dresel und Wollheim (3) wurde sodann 
auf kiirzere Einwirkungszeiten itibergegangen und im wesentlichen ihre 
Ergebnisse zu reproduzieren versucht. Das hier mitzuteilende Versuchs- 


material wurde bereits in Pécs von 1927 bis 1928 gesammelt. 


Dresel und Wollheim arbeiteten mit etwa 20cm langen Diinndairmen 
des Meerschweinchens, welche unter Sauerstoffdurchstrémung in 60 cem 
kérperwarmer Tyrodelésung gelegt wurden. Nach dem Zufiigen einige: 
Tropfen der konzentrierten = 1°/,igen Suprareninlésung wurden nach 
1/,, 1,3 bzw. 5 Minuten je 4cem Lésung entnommen und darin das Calcium 
nach Tisdall, Kalium nach Kramer und Tisdall bestimmt. In einigen Ver- 
suchen wurde auch die Anderung des Prozentgehaltes dieser Metalle in 
der Trockensubstanz veraschter Darmstiicke ermittelt. In diesen Versuchen 
nahm der Calciumgehalt der AuBenlésung nach Adrenalineinwirkung ganz 
regelmaBig schon nach 44 Minute ab, erreichte meistens schon in der ersten 
Minute das Minimum, um in der dritten oder fiinften Minute wieder zum 
urspriinglichen Gehalt zum Teil oder ganz zuriickzukehren. Die Senkung 
war deutlich, jedoch nicht groB. Ihr héchster Wert betrug 8,4 — 7,1 

1,3 mg-°%, also 15,5°, des Ausgangswertes. Der Kaliumgehalt erwies 
auch eine Senkung. oft nach einer voriibergehenden Erhéhung. 

Unser Ziel war, diese Befunde dermaben zu erganzen, daB man 
auf eine eventuelle Rolie des Calciums bei der Adrenalinwirkung Riick- 
schliisse ziehen kiénne. Es war darum erstens zu erproben, ob der 
Calciumgehalt der Umspiillésung auch ohne Adrenalin sich andert 
Zweitens sollten die Versuche derart ausgefiihrt werden, daB die Lésung 
sich mit der Mucosa nicht beriihre. Wiirde die Calciumaufnahme durch 
die Mucosa erfolgen, so wiirde dies hinsichtlich der Sympathicuswirkung 
auf den Muskel noch nichts besagen. Es sollte auBberdem untersucht 
werden, ob die Calciumaufnahme durch die Sympathicusreizung oder 
aber nur durch die Erschlaffung bedingt wird. Im letzteren Falle ware 
die Wirkung nicht spezifisch und miBte bei Hemmungswirkungen anderer 
Art auch nachweisbar sein. Wir trachteten in unseren Versuchen, den 
Darm im Verhaltnis zur Léisung méglichst groB zu nehmen, um in der 
Calciumabnahme je gréBere Ausschlige zu erhalten. 


Methodik. 
Die Versuchstiere wurden mit Nackenschlag, meistens ohne Narkose 
getétet. Das verwandte Darmstiick war in einem Teile der Versuche etwa 
30cm lang und wurde durch einen eingebundenen Trichter und Abflul- 





Calciumaufnahme der Darmmuskulatur waihrend Adrenalinwirkung. 201 


rohrehen auch von Innen mit Naéhrlésung durchspiilt. In der Mehrzahl 
ler Versuche aber wurde beinahe der ganze Diinndarm (1 bis 1,8 m) heraus- 
genommen und in mehreren, etwa 30cm langen Stiicken in die Lésung 
gehangt. Beide Enden der Stiicke wurden ligiert und darauf geachtet, daB 
die Enden der U-férmig gebeugten Darme etwas iiber die Fliissigkeitsober- 
flache ragen. Die Menge der Tyrodelésung war 40 bis 60 ccm, also im 
Verhaltnis zum Darm recht wenig. Im gréBeren Teil der Versuche ent- 
hielt die Lésung kein Mg und kein Phosphat, wie wir sie fiir pharma- 
kologische Versuche zu verwenden pflegen. (Zusammensetzung: 0,8% 
NaCl, 0,02 KCl, 0,02 CaCl,, 0,1 NaHCO, 0,1 Glucose). 


Zur Calciumbestimmung dienten Proben von etwa 7 bis 7 cem, welche 
filtriert wurden (durch das Papier Nr. 581, von Schleicher und Schiill, von 
etwa 7em Durchmesser). Die Entnahme dieser Proben geschah nach 4, 1, 
144, 2, 2% (manchmal 3, 34%) Minuten nach Zufiigen des Adrenalins. Der 
zuriickgebliebene Rest wurde filtriert und in mehreren (zwei bis vier) 
Proben untersucht. In einigen Versuchen wurde nach 2 bis 24 Minuten 
ein gréBerer Teil der Lésung ausgehoben, filtriert und dann in drei bis 
vier Proben zur Bestimmung verwendet, ebenso wie beim Rest nach 
5 Minuten. Von den Filtraten wurden je 5cem zur Calciumbestimmung 
abgemessen. Die Ca-Bestimmung war der Tisdallschen Methode ent- 
sprechend. Zu jeder filtrierten Probe wurde je leem 5°,ige (H,N)CI- 
und ebensoviel gesaéttigte Ammoniumoxalatlésung gefiigt. Das Zentrifu- 
gieren und Waschen wurde erst nach mehreren Stunden nachher begonnen. 
Beim Waschen des Oxalatniederschlags wurde Sorge getragen, dab bei 
der Neuauffiillung kein Niederschlag auf die Oberfliche gelange. Diese 
Teilchen bleiben namlich auch beim scharfen Zentrifugieren dort haften 
und werden mit dem Waschwasser bei der nachsten Gelegenheit abgesaugt. 
Um diesem vorzubeugen, riihrten wir das Zentrifugat erst nach erfolgter Auf- 
fiillung (mit Hilfe eines Draéhtchens) vorsichtig auf. Bei diesem Vorgehen 
weichen die Parallelwerte nur selten mehr als mit 244°, voneinander ab. 
Beim Titrieren in gespitzten Zentrifugenglisern leistete uns ein Rihr- 
drahtchen aus Messing mit etwas gewundener Spitze sehr gute Dienste. 


Ergebnisse. 


Der urspriingliche Dresel-Woliheimsche Adrenalinversuch wurde 
an 23 Kaninchen, 2 Ratten, | Meerschweinchen und | Katze ingesamt 
43 mal wiederholt in den oben erwahnten Variationen der Methodik. 


Die Calciumabnahme konnte nur in dem kleineren Teil der Ver- 
suche, in 11 Fallen, wiedergefunden werden. Die Anderungen waren 
auBerdem meistens viel kleiner als in jenen Versuchen, trotzdem 
der Darm im Verhaltnis zur Lésung vielmal gréBer genommen wurde. 
Die gréBte Senkung betrug 15,5°,, des Gesamtcalciumwertes (dieser 
Versuch wurde bei 42°C ausgefiihrt), einmal war diese 10,0°, und 
insgesamt nur in fiinf Fallen héher als 5°,. Als eine Senkung wurde 
betrachtet, wenn die Anderung — 2°, iiberstieg, was in bezug auf den 
mittleren Fehlerwert der Methodik als ein duBerst freigiebiges Vor- 
gehen betrachtet werden mubB. Den Senkungen stehen Falle gegeniiber, 
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in welchen das [Ca] erhéht war (iiber 2°). Dies ergab sich in geringerer 
Zahl. Die héchste Anderung betrug etwa 7°. In ungefihr der Hiilfte 
der Versuche war der Gehalt unveraindert. Als ,,fraglich’’ wurden 
Versuche genommen, in welchen so Steigungen wie Senkungen 
vorkamen, auBerdem solche, in welchen der Calciumgehalt zwar zu- 
genommen hat, jedoch die Zunahme etwas kleiner war als im Kontrol]. 
versuch ohne Adrenalin. Beim Meerschweinchen sank das Calcium 
in einem Versuch mit 7 °,,, in zwei anderen jedoch nicht. Bei der Katze 
und den Ratten blieb das [Ca] unveraindert. Die Senkung des Calcium. 
gehalts erwies sich also nicht als eine konstante Erscheinung. (Eine 
Ubersicht der Versuche bietet die Tabelle.) 


Die Bedeutung dieser Versuche wird durch die Kontrollen noch 
weiter geschwiicht, da eine betrachtliche Calcitumaufnahme — unter 
nicht nachweisbaren Umstinden — manchmal auch ohne Adrenalin 
auftritt. In einigen Versuchen wurden Proben der Umspiillésung in 
denselben Zeiten wie bei dem Adrenalinversuch entnommen, in anderen 
der Darm 2, 5 bis 10 Minuten in der Lésung belassen und diese in 
mehreren Proben auf Ca untersucht. Es kamen auch hier Senkungen 
und Steigerungen vor, letztere nur verhaltnismaBig in gréBerer Zah! 
Zu bemerken ist aber, daB bei zwei Versuchstieren die Senkung sehr 
stark war, etwa (60°), was die Anderung bei Adrenalinwirkung weit 
iibertrifft. Die starkste Steigerung betrug wihrend 4 Minuten nur 12°, 
(s. Tabelle). 


Als eine Hemmung anderer Art wurde in vier Versuchen das Kalium- 
paradoxon des Darms untersucht. Halt man den iiberlebenden Darm 
einige Miruten in kaliumarmer oder kaliumfreier Lésung und bringt 
ihn sodann in Tyrodelésung mit normalem Kaliumgehalt, so erfolgt 
eine voriibergehende Sistierung der Bewegungen, welche auch 5 bis 
10 Minuten bestehen kann und erst allmahlich (der Adrenalinwirkung 
in durchaus ahnlicher Weise) der friiheren Bewegungstatigkeit Platz 
gibt (4). In diesen Versuchen wurde der Darm je 5 bis 10 Minuten 
einer K-freien oder einer viertelteil K-enthaltender Lésung exponiert. 
Die Kontraktur, welche sich in dieser Lésung ausbildet, ist voriiber- 
gehend. Sie scheint keine Anderung des [Ca] der AuBenlésung hervor- 
zurufen, nach unseren Versuchen kommen aber wahrend der paradoxen 
Lihmung beim Ubertragen in die normal zusammengesetzte Tyrode- 
lésung wohl Senkungen der Calciumkonzentration vor. Von den vier 
Versuchen war dies zweimal der Fall (héherer Betrag 5,5°,); in zwei 
Versuchen war der Wert etwa unverandert. 

An einem Darm wurde der EinfluB des Magnesiwms untersucht. 


indem 0,5 cem 10°, igen kristallisierten MgCl, zu 50 com Umspiillésung 
gefiigt wurden. Diese Gabe ruft am Darm eine starke Hemmung herbei. 
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Viirde die Lahmung im allgemeinen mit einer spezifischen Calcium- 
aufnahme einhergehen, so wire auch in diesem Falle der Effekt zu 
erwarten. Die Kontrollbestimmungen (reine Tyrode mit demselben 
Mg-Gehalt) ergaben um etwa 2°, héhere Werte. Wahrend ', bis 


2!,, Minuten wurden diese Werte durch den Darm gar nicht geindert. 
Das Ergebnis gestattet trotzdem keinen SchluB auf einen Unterschied 
gegeniiber Adrenalin, weil auch bei jenem die Senkung nur in einem 
Teil der Versuche nachgewiesen werden konnte. 


In einigen Versuchen suchten wir nach einer méglichen Ursache des 
schwankenden Verhaltens des Darmes. Es ware méglich, daB je nach dem 
wirksamen Cholingehalt der Darm sich verschieden verhalt. Da8 der iiber- 
lebende Darm in recht verschiedenem Grade unter dem Einflu8 des in der 
Darmwand entstandenen Cholins stehen kann, haben ja die Arbeiten von 
Magnus und Le Heux bewiesen (5). Verabreicht man dem Darm Atropin, 
so schaltet man die Cholinwirkung aus. In einem Versuche hatte Atropin 
(0,1 mg Sulfat auf 50 cem Lésung) auf das Calcium so gut wie keinen EinfluB. 
Das nach Atropin verabfolgte Adrenalin hatte ebenso keine Wirkung. 


Das Gegenstiick zu diesem Versuch bildet, wenn man zum Darm 
Cholin zufiigt. 0,2 bis 0,3 mg Cholinchlorid auf 50 ccm Lésung pflegt 
die Bewegungsamplitude und den Tonus schon merklich zu steigern. 
Dieser Einflu8 selber war auf das Calcium von keiner Wirkung. Un- 
verindert blieb es aber auch, als wir dem Darm Adrenalin ,zugefiigt 
haben. Die Unterschiede im Verhalten des Darms sollten nach diesen 
Versuchen nicht durch das Cholin bedingt sein. 


Es wurde noch untersucht, ob der Calciuwmgehalt selber einen EinfluB 
auf den Effekt haben kénnte. Es ist bereits mitgeteilt worden, daB in einer 
Tyrodelésung mit ‘dreifachem Calciumgehalt die Adrenalinhemmung 
starker und von etwas lingerer Dauer ist (2). Es ware mdglich, daB hierbei 
auch die Calciumaufnahme staérker zum Vorschein kommt. Mit dieser Frage 
gleichzeitig wurde auch (an Kaninchen) untersucht, ob aus Lésungen mit 
erhéhtem Ca-Gehalt Calciumaufnahme in den Darm erfolgen kénnte. Bei 
diesem Versuche wurde Sorge getragen, daB mit der am Darm anhaftenden 
Lésung der Calciumgehalt nicht verindert werde. Es ergab sich nun, da 
in einer Lésung mit 0,06 % CaCl, der Darm wohl Calcium aufnimmt (z. B. in 
einem Versuche unter 24, Minuten 1 44 °5, 5 Minuten 4° , in einem anderen: 
24, Minuten 44%, 5 Minuten 1%). Fiigt man nun dem Darm Adrenalin 
zu (0,2cem konzentriertes Tonogen auf 50 ccm), so wird hierdurch das 
Tempo der Calciumaufnahme nicht beeinfluBt (Aufnahme in zwei Ver- 
suchen 2% Minuten 1%, 5 Minuten 3%). Das Adrenalin selber hatte hier 
keinen EinfluB. 

Verschiedene Zustandsformen des Calciums kénnten sich in der Auf- 
nahme wohl verschieden verhalten. In frischen Lésungen mit 0,1 °,iger 
NaHCO, vom Typus der Tyrodelésung ist das Calcium als dissoziiertes 
Salz vorhanden und die Ca-Ionen stellen das wirksame Agens dar (6) (7). 
Nun kénnte man denken, da8 vielleicht mit organischen Saéuren komplex 
gebundenes Calcium durch den Darm aufgenommen werde. Ein Versuch 
zeigte aber das Gegenteil, indem in citrathaltiger AuBenlésung das [Ca} 
noch etwas gestiegen ist (ungefihr mit 4°). Die AuBenlésung enthielt 
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0,5cem 3,55°% igen Na-Citrats auf 50cem). Die Steigerung bestand 
gegeniiber der normalen Tyrodelésung wie gegeniiber der citrathaltig: 
Kontrolle. Das Citrat selber erniedrigt etwas die Werte der Calciw 
bestimmung (mit 1,5). 

In einer gréBeren Zahl der Versuche wurde die Anderung des Caleiun 
gehaltes beim Auswaschen des Adrenalins untersucht. Wie dies einer von 
uns mit Moser beschrieb, erfolgt hierbei mit groBer RegelmaBigkeit eine 
Erregung des Darms (8). Diese Erregung tritt aber gewéhnlich nur nac! 
kleinen Gaben auf (0,2 bis 0,5 cem der 1: 100 verdiinnten 1° /,,igen Tonogen. 
bzw. Suprareninlésung pro 70cem Tyrode). Nach den verwandten groBen 
Gaben erfolgt beim Auswaschen die Erholung der Darme nur langsam, so 
daB hier nicht eine Diminutionserregung im Spiele ist. Die Calciumwert: 
verhalten sich unter 2 bis 2% Minuten langem Auswaschen auch seh 
unregelmaéBig, wie dies auch aus der zusammenfassenden Tabelle er- 
sichtlich ist. 

In unseren Versuchen konnte die Calcitumabnahme bei der Adrenalin- 
wirkung eigentlich nur statistisch nachgewiesen werden, indem eine 
Ca-Senkung hierbei etwas haufiger vorkommt als ohne Adrenalin. Bei 
einer immerhin begrenzten Zahl der Versuche hat hiermit das Bestehen 
der Senkung eine nicht zu groBe Wahrscheinlichkeit. Eine nahere 
Untersuchung der Bedingungen der Erscheinung scheint unter diesen 
Umstanden nicht lohnend. Dresel und Wollheim fiihrten in drei Ver 
suchen auch im Darm Ca-Bestimmungen aus. Diesem Verfahren sind 
wir nicht gefolgt, die Analyse der Umspiillésung schien fiir uns der 
besser gangbare Weg. Die Ergebnisse der Darm-Calciumbestimmungen 
sind bei diesen Autoren iibrigens einander stark widersprechend. 

Wir konnten also die Calciumaufnahme des Darmmuskels bei 
Adrenalinwirkung nicht mit RegelmaBigkeit wiederholen und glauben 
daB diese Erscheinung auch nicht als ein Stiitzpunkt fiir die lonentheorie 
der vegetativen Reizung gelten kann. 


Zusammenfassung. 

Die Calciumaufnahme durch die Diinndarmmuskulatur wahrend 
Adrenalinwirkung bildet beim Kaninchen (und anderen Warmbliitern 
keine regelmaBige Erscheinung. Sie kann auch ohne Adrenalin, ebenso 
bei Darmlahmungen anderer Art vorkommen. 


Ubersicht der Versuchsergebnisse. 





Versuchsart ieee 2h, ee ere Unverandert Fraglich Summe 


Adrenalinversuch ... . 1 7 19 
Auswaschen des Adrenalins 5 12 
Kalium paradoxon 2 
Kontrollversuch . 10 8 
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WeiteregUntersuchungen iiber die Meta-phosphatase. 


Von 


Torao Kitasato. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 14. Juli 1928.) 


Vor einiger Zeit habe ich mitgeteilt', daB ein Enzym existiert. 
das Meta-phosphate unter Wasseranlagerung in Ortho- phosphate iiberfiihri 
Schon friiher war von Neuberg, Wagner und Jacobsohn festgestellt 
worden”, daB es eine Phosphatase fiir Verbindungen gibt, die sich 
nicht von der normalen Phosphorsaure ableiten. Z. B. werden, wie dic 
Genannten gezeigt haben, viele Ester der Pyro-phosphorsdure aut 
fermentativem Wege derartig hydrolysiert, daB der abgespaltene 
Phosphor als Ortho-phosphat in Erscheinung tritt?. Die Tatsache 
daB auch das reine anorganische Meta-phosphat durch das Enzym Meta. 
phosphatase zu Ortho-phosphat hydratisiert werden kann, verdient 
Aufmerksamkeit, weil wenig Fermente bekannt sind, die auf Mineral- 
substanzen ansprechen; wir kennen nur die Wasserstoffsuperoxyd- 
zerlegung durch Katalase und seit kurzem noch eine enzymatische 
Aufspaltung von pyrophosphorsauren Salzen (Lohmann). 

Bei meinen ersten Versuchen war ich nur zu eirier 20°, igen Um- 
wandlung von meta-phosphorsaurem Natrium in das entsprechende 
Salz der Ortho-phosphorsaure gelangt. Durch Erhéhung der Ferment- 
konzentration und Verminderung der Substratmenge ist es mir jetzt 
méglich gewesen, eine beinahe 100 °,ige Uberfiihrung des Meta-phosphats 
in Ortho-phosphat zu bewerkstelligen. 

Die experimentellen Einzelheiten ergeben sich aus der beigefiigten 
Beschreibung der Versuche. Zu diesen habe ich folgendes zu bemerken 

Die fortschreitende Hydrolysierung des Meta-phosphats zu Ortho- 
phosphat konnte kolorimetrisch verfolgt werden, weil unter den Be- 
dingungen der bekannten Bestimmungsmethode von Bell und Doisy 
bzw. Fiske und Subbarow (in der Modifikation nach Lohmann und 


1 7. Kitasato, diese Zeitschr. 197, 257, 1928. 
2 C. Neuberg und J. Wagner, ebendaselbst 171, 485, 1926; C. Neuberg 


und K. P. Jacobsohn, ebendaselbst 199, 498, 1927. 
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J ndrassik') das von mir verwendete, sehr bestandige und lisliche 
Natrium-hexa-meta-phosphat (Na PO,), kaum eine Firbung verursacht. 

DaB tatsachlich durch die enzymatische Umwandlung des Meta- 
phosphats Ortho-phosphat entsteht, habe ich durch Gewinnung von 
Ammonium-magnesium-phosphat aus dem Reaktionsgemisch nach- 
gewiesen; die Menge war betriachtlich gréBer, als dem im Ferment- 
material praformiert vorhandenen Ortho-phosphat entsprach. Die 
Fallung hat mit Magnesiamixtur zu geschehen, die aus MgSO, bereitet 
ist; durch diese wird das Meta-phosphat nicht niedergeschlagen (s. 8.211). 

Uber die Bedeutung des Enzyms laBt sich vorliufig nichts Sicheres 
aussagen, da bisher meta-phosphorsaure Salze in Naturprodukten 
nicht aufgefunden worden sind. Bemerkenswert ist jedenfalls, daB 
von allen drei bekannten Formen der Phosphorsiure Salze bzw. Ester 
enzymatisch angegriffen werden und dabei in Ortho-phosphat iibergehen. 


Experimenteller Teil: 
Darstellung von hexa-meta-phosphorsaurem Natrium. 


Die Hexa-meta-phosphorsaure wurde als Natriumsalz aus Mono- 
natrium-ortho-phosphat (NaH,PO,) durch Schmelzen und _ rasches 
Abkiihlen dargestellt?. Das Salz wurde in kaltem Wasser gelist, mit 
Natronlauge genau auf py = 7,0 bis 7,1 gebracht. Das so gewonnene 
Salz enthalt héchstens 0,5°, Ortho-phosphat. 


Die Bestimmung der Meta-phosphorsiure-umwandlung. 


Fiir diesen Zweck habe ich die kolorimetrische Phosphorsiure- 
bestimmungsmethode (s. vorher) benutzt. Meta-phosphorsaure* gibt 
keine in Betracht kommende Molybdanblau-reaktion. wabrend der 
kurzen Bestimmungszeit bei 37°. Jedenfalls muB man aber méglichst 
schnell und unter genau denselben Bedingungen arbeiten, damit die 
Umwandlung von Meta-phosphorsaure in Ortho-phosphorséure durch 
die im Reagens vorhandene Schwefelsiure vermieden wird. Fiir die 
Bestimmung wurde die Ansatzfliissigkeit mit Wasser oder 10 °,iger 


1 K. Lohmann und UL. Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 419, 1926. 

2 Gmelin-Kraut, Handbuch der anorganischen Chemie, II. Abt. 1, 
404, 1906. 

* Auch Pyro-phosphat reagiert nur spurenhaft. Davon muBte ich mich 
iiberzeugen, weil ja médglicherweise die enzymatische Hydratisierung der 
Metaphosphorsaéure tiber die Stufe der Pyro-phosphorsaure erfolgen kénnte, 
obgleich die rein chemische Umwandlung nach Graham unmittelbar zu 
Ortho-phosphorsaure fiihrt. Die Resistenz von Meta- und Pyro-phosphat 
gegen die Ingredienzien fiir die Molybdanblau-kolorimetrie ist zu beachten, 
wenn der P,O;-Gehalt in Aschen ermittelt werden soll. Beim Gliihen 
entstehen oft Meta- und Pyro-phosphate; beide miissen fiir die farben- 
analytische Bestimmung erst durch Kochen mit Mineralséure, am besten 
mit Schwefelséure, in Ortho-phosphat iibergefiihrt werden. 
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reiner Trichloressigsiure verdiinnt und sofort! filtriert. Vom Filtrat 
wurde eine Fliissigkeitsmenge, die fiir die kolorimetrische Analyse 
gerade geeignet war, abpipettiert und nach der oben angegebenen 
Methode der P-Gehalt bestimmt. Die Menge der gefundenen Ortho 
phosphorsaure wurde jedesmal durch Kontrollversuche mit einer gleich 
konzentrierten Lésung des Ferments ohne Substrat korrigiert. Der 
Umwandlungsgrad der Meta-phosphatlésung ohne Ferment betrug fiir 
eine 2°, ige Lésung in 30 Tagen und fiir eine 0,5°,ige Lésung in 
10 Tagen nur 2°,. 

Alle Ansaitze wurden nach der Zugabe von 1°, Toluol im Brut- 
schrank bei 37° aufbewahrt. 


I. Versuche bei héherer Meta-phosphat-konzentration. 


Hauptansatz: 
10 g¢ (NaPO,), und 
0,75 g Taka-phosphatase in 
50,0 cem Wasser. 
Kontrollen: 
1. 1,0 g (NaPO,), in 
50,0 cem Wasser. 
2. 0,75 g Taka-phosphatase in 
50,0 cem Wasser. 


Tabelle I. 





Nach Stunden 


: Ans 
Zeitdaver : a . et 
fangs* 45 68 75 92 





Gefundene Quantitat 
Ortho - phosphorsiure 


| 0,07 ¢, 1,08 |: 1,81 | 1,81) 1,82) 1,82 
in mg P fir leem 

| 

} 


Umwandlungsgrad 


es 11 | 2, 7 \|215 (215 | 216 
in % 


Tabelle FI. 





An Nach Stunden 
Zeitdauer:  ¢...§ ————— ' 
forests 8 | «S| 





Gefundene Quantitat | 
Ortho - phosphorsiure }0,05' 0,57 0,87 0,97 1,24) 1,24 1,37) 149 14% 


in mg P fir 1lecem 
Umwandlungsgrad 10,8 94 143 160 204 204 225 |245 | 245 


in % 


1 Eine langere Beriihrung mit Trichloressigsaure soll streng vermieden 
werden. 

2 Die Anfangswerte zeigen natiirlich die praformierte Menge Ortho 
phosphat an; der durch sie ausgedriickte Umwandlungsgrad ist bei Be- 
urteilung der Umwandlungsergebnisse in Abzug zu bringen. 





Meta-phosphatase. 


II. Versuche, bei denen zu Beginn 20°, P in Form von 
NaH, PO, zugegeben waren. 
Hauptansatze : 
A. 0.8 g (NaPO,),. 
0.24 ¢ NaH,PO, und 
0,75 ¢ Taka-phosphatase in 
50,0 com Wasser. 
10 g (NaPO,), und 
0,75 g¢ Taka-phosphatase in 
50,0 com Wasser. 
Kontrollen : 
l 1,0 g (NaPO,), in 
50,0 cem Wasser. 
2. 0,75 g Taka-phosphatase in 
50,0 cem Wasser. 


Tabelle 111. 





Nach Stunden 
Zeitdauer : Anfangs — - 


Gefundene Quantitat {, 1.29 

(rtho-phosphorsaure = 
P . | ON; 

in mg fir 1 cem 

21,1 

1,1 


( mwandlungsgrad in IR 


14.6 
16.4 


Aus diesen Versuchen ergibt sich. dab zugefiigtes Ortho-phosphat 


die Umwandlung des Meta-phosphats unter den obwaltenden Be- 


dingungen nicht hemmt. 


Demnach mubte eine Verkleinerung der Substratmenge zu besseren 


Ergebnissen fiihren. 


I1I. Versuche mit geringer Meta-phosphat-konzentration. 


Hauptansatz: 
0,25¢ (NaPO,), und 
10 g Taka-phosphatase in 
50.0 cem Wasser. 
Kontrollen : 
1. 0,25g¢ (NaPO,), in 
50,0 cem Wasser. 
1,0 g Taka-phosphatase in 
50,0 com Wasser. 
Biochemische Zeitschrift Band 201. 
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Tabelle IV. 





Nach Stunden 


Ans 


Zeitdauer: gis 
ames 200 «4568 |: 92)s«140) 164. 188 | 236 , 260 308 | 360 43 


Gefundene Quantitat 
Ortho-phosphorsaure /0,04 0,15 0,20 0,28 0,47 0,54.0,61 0,81 1,06 1,06 1,06 1,15 1.42 


in mg P fiir 1 cem 
nies <r ale {2,8 10,0 13,3 18,7 31,3 36,0 40,7 54,0 70,7 70,7 70,7 76.0 94) 
in % 


Tabelle V. 





Nach Stunden 
An: . 


Zeitdauer: . 
fangs 7 16 |) «140 («188 | 284 | 35604 


Gefundene Quantitat 

Ortho-phosphorsaure 

in mg P fir leem || 
| 
| 


Umwandlungsgrad 


oO 


0.02 0.11! 0.18 028 O48 069 O89 1.17 1.38 1.44 
in % ’ 


14 72 118 184 31,6 454 585 769 87.5 953 


IV. Versuche mit (NaPO,),, Hefe und tierischem Organbrei 
[von Kaninchen (2 )]. 
Hauptansiatze : 

A. 1,0g (NaPO,), und 

2.5¢ Hefe (untergarig) in 

50,0 cem Wasser. 
B. 1,0g (NaPO,), und 

5,0 g quergestreifte Muskulatur vom Kaninchen in 

50,0 cem Wasser. 

10g (NaPO,), und 

5,0g Leber vom Kaninchen in 

50,0 cem Wasser. 
D. 1,0g¢ (NaPO,), und 

2,5¢ Niere (Kaninchen) in 


50,0 cem Wasser. 


Kontrollen : 
l. 2,5g¢ Hefe in 
50.0 com Wasser. 
2. 5,0g quergestreifter Muskel in 
50,0 cem Wasser. 
3. 5,0g¢ Leber in 
50,0 com Wasser. 
4. 2,5g Niere in 


50,0 cem Wasser. 





Meta-phosphatase. 


Tabelle VI. 





Nach Stunden 
Zeitdauer: Anfangs : 
16 4” 04 


A 0,05 0,19 0,36 0,53 
3 0,10 0,10 0,14 0,10 
; 0.07 0,23 037 | 048 
) 0.10 0.18 0,26 
\ 08 3,1 5.9 8,7 
3 1,6 1,6 2,0 1,6 
; 1,0 3.8 6,1 7,1 
) 1,6 3.0 43 43 


Gefundene Quantitat | 
(rtho-phosphorsaure in mg P 
fir 1 ccm | 


Umwandlungsgrad in °, 


li 
li 


Isolierung des durch enzymatisehe Umwandlung gebildeten Ortho-phosphats. 

Aus einer mit Taka-ferment angesetzt gewesenen Fliissigkeit werden 
30 cem abpipettiert und mit 40 cem einer Magnesia-mixtur versetzt, 
die aus Magnesiumsulfat bereitet ist!. Man laBt 2 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen. Unter diesen Bedingungen fallt das Meta-phosphat 
nicht aus. Der Niederschlag wird dann abfiltriert, mit der Magnesia- 
mischung gewaschen, in kalter Schwefelsiure gelést und von neuem 
mit Magnesia-mischung gefallt. Man gewinnt so typisches Ammonium- 
magnesium- phos phat. 

Nach dem Auswaschen mit verdiinntem Ammoniak und kurzem 
Trocknen zeigte die Verbindung die typische Kristallform sowie die 
richtige Zusammensetzung. 

27,41 mg Substanz gab mit Lauge Ammoniak ab, entsprechend 
11.6cem n/100 H,SO,. 

82,23 mg Substanz lieferten 36,6 mg Mg, P,O,. 

NH,. MgPO,+ 6H,0. Ber.: N= 5,71°,, P= 12,63°,; 
(245.5) gef.: N= 592%, P= 12,41. 

Beim Gliihen lieferte die aus 15,0 ccm Ansatzfliissigkeit ab- 
geschiedene Menge Ammonium-magnesium-phosphat 103,3 mg Mg, P, Oy, 
entsprechend 1,92 mg P pro Kubikzentimeter der Urlésung. 

Aus dem Kontrollansatz (mit demselben Quantum Taka-ferment 
allein) wurden 23,5 mg Mg, P,O, erhalten, was 0.44 mg P in 1,0 ccm 
Léisung gleichkommt. 

Demnach waren pro Kubikzentimeter 1,92 minus 0,44 = 1,48 mg P 
in Form von Ortho-phosphat entstanden. 

Durch kolorimetrische Analyse derselben Lisung waren 1,32 mg P 
pro Kubikzentimeter gefunden. 


1 Sie enthailt 100g MgSO, + 7H,O, 200g (NH,),8SO, und 50¢ 
NH, im Liter. Sie ist nach mehrtaégigem Stehen und Filtration ge- 
brauchsfertig. 
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5. SchluBfolgerungen 


Die gewonnene Einsicht in das Coenzymproblem 


Einleitung. 

Trotz der iiberaus vielfaltigen Untersuchungen, welche dem Co- 
enzym der alkoholischen Garung besonders auch in den letzten Jahren 
gewidmet worden sind, mu festgestellt werden, dab die Natur und 
die Wirkungsweise dieses geheimnisvollen Prinzips noch grébtenteils 
in Dunkel gehiillt sind. Wenn man die betreffende Literatur iiber- 
blickt, erfahrt man bald, daB in den Angaben der verschiedenen Autoren 
mehrfach Widerspriiche aufzufinden sind. Andererseits wird man 
betroffen von der Fiille der Beobachtungen, welche auf dem Gebiete 
der Coenzymforschung schon gemacht worden sind. Dabei ist es 
jedoch auffallend, daB die verschiedenen Autoren meistens nur flichtig 
oder sogar tiberhaupt nicht versuchen, die eigenen Ergebnisse mit 
denen anderer Untersucher zu einem Ganzen zu vereinigen. 

Wiahrend schon aus diesem Grunde eine synthetische Bearbeitung 
der Coenzymfrage wiinschenswert erschien, war dies noch um so mehr 
der Fall, weil alle Untersucher, die sich dem Studium des Coenzyme 
gewidmet haben, offenbar gar keine Bedenken haben, die Un- 
entbehrlichkeit eines geheimnisvollen Prinzips fiir den Vorgang der 
alkoholischen Zuckervergérung anzunehmen. 

Solange man nun die Hefezelle als ein grobes Arsenal betrachtet, 
welches mit zahlreichen Werkzeugen (Enzyme) ausgeriistet worden 
ist und von denen mehrere bei dem Zuckerabbau wirksam sind, kann 
man sich tiber diese Sachlage kaum wundern. 

Nun hat jedoch der eine von uns (Kluyver) zusammen mit 
H.J.L. Donker in einer vorhergehenden Publikation! auseinander- 
gesetzt, wie viele Griinde dafiir sprechen, daB ganz allgemein alle 
Atmungs- und Girungsvorginge — abgesehen von der Phosphory- 
lierung und von der Hydrolyse des Phosphorséureesters — sich vollig 
auf eine Kette von Oxydoreduktionen zuriickfiihren lassen, welche 

1 4. J. Kluyver und H.J.L. Donker, Proc. Kon. Akad. v. Wet. te 
Amsterdam 28, 605, 1925; Chem. d. Zelle u. Gewebe 18, 134, 1926. 
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fiir jede Zelle unter dem Einflu8 eines und desselben katalytisc) 
wirkenden Agens vor sich gehen. Es folgt ohne weiteres, da} hierdurc) 


die Einsicht in den Vorgang der alkoholischen Zuckervergirung b: 
trachtlich vereinfacht wird. 

In dem obigen Gedankenkreise laBt sich nun der Chemismus de: 
alkoholischen Vergirung der Glucose wie folgt wiedergeben!: 


1. Einleitende Phosphorylierung. 


CH,OH.CH.CHOH.CHOH.CHOH.CHOH + PO,R,H 
—QO 


> CH,OH.CH.CHOH.CHOH.CHOH.CHO + H,O. 
| 
O 
PO,R, 


2. Oxydoreduktion. 
CH,OH.CH.CHOH.CHOH.CHOH.CHO 


oO 


PO;R, 
— CH,OH.CH.CHO+CH,OH.CHOH.CHO. 


O 


PO,R, 
3. Hydrolyse. 
CH,OH.CH.CHO+ H,O —+ CH,OH.CHOH.CHO + PO,R,H. 


O 
PO,R, 


4. Oxydoreduktionen. H 
a) CH,OH.CHOH .CHO+ H,O —» CH,OH.CHOH.C OH 


OH 
>» CH,.CHOH.c<H CH,.COH.c< CH, .CO.€ On 
aa, ae ee | a 


H 
b) CH,.CO.C” OH + CH,CHO (Akzeptor) —» CH,.CO.COOH 


OH + CH,.CH,O H (Akzeptorwasserstoff). 
ce) CH,.CO.COOH —» CH,.C HO + CO,. 


Uberblickt man das obige Schema, dann geht hieraus hervor, dal 
es geniigt, in der Hefezelle zwei katalytisch wirkende Prinzipien an- 
zunehmen, namlich ein esterifizierendes und zu gleicher Zeit hydro- 


! Fiir die Dokumentation dieser Vorstellung vg]. Teil I der Dissertatior 
A. P. Struyks. 
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ivsierendes Agens, welches sich mit der Phosphatese (und Phosphatase) 
der Literatur deckt, und ein die eigentliche Garung bewirkendes oxydo- 
reduzierendes Agens. 

In Anbetracht dieser Sachlage kénnte man einen Augenblick daran 
denken, daB das neben der Oxydoredukase unentbehrliche phosphory- 
lierende Prinzip sich mit dem Begriff Coenzym der Literatur identi- 
fizieren lassen wiirde. Indessen mu dieser Gedanke bei einer naheren 
Betrachtung sofort verworfen werden. Die Bildung und Spaltung der 
phosphorsauren Ester laBt sich doch vollkommen vergleichen mit 
anderen biochemischen Esterifizierangen und Esterspaltungen, wovon 
die Fettbildung und Fettspaltung die am besten bekannten Beispiele 
sind. Ein Blick auf die Literatur der hydrolysierenden (und ester- 
synthetisierenden) Enzyme geniigt nun aber, um festzustellen, dab 
diese Enzyme sich als relativ hochmolekulare und thermolabile Sub- 
stanzen verhalten, und es gibt also gar keine Veranlassung, zu schlieBen, 
daB die Phosphatese (und Phosphatase) in dieser Hinsicht eine Aus- 
nahme bilden wiirde. Eine Identitat des genannten Prinzips mit dem 
leicht diffusiblen und relativ sehr thermostabilen Coenzym ist also 
schon aus diesem Grunde als ausgeschlossen zu betrachten. 

Die Konsequenz dieser Uberlegungen kann also nur sein, dab 
Oxydoredukase und Phosphatase sowohl bei der Dialyse, wie bei der 
Ultrafiltration immer zusammen im Riickstand zuriickbleiben werden. 

Wenn es also dennoch ein Coenzym gibt, dann kann man die 
Forderung stellen. daB es im Schema irgend eine Teilreaktion geben 
mub, welche auch bei Anwesenheit der beiden genannten katalytischen 
Agentia nicht vor sich gehen kann, ohne daB noch eine andere Bedingung 
erfiillt worden ist. 

Es liegt auf der Hand, hierbei einen Augenblick an die fiir die 
einleitende Reaktion unentbehrlichen léslichen anorganischen Phosphate 
zu denken, doch hat Harden schon friihzeitig festgestellt, daB die 
Hinzufiigung von geeigneten Phosphatmengen zu durch Ultrafiltration 
coenzymfrei gemachter Zymase die verschwundene Garwirkung nicht 
wieder herstellt', so daB auch dieser Gedanke sofort aufgegeben 
werden mub. 

Eine niihere Betrachtung des Reaktionsschemas lehrt nun jedoch, 
daB die Reaktion IVb normalerweise nur méglich ist, wenn Acetaldehyd 
im Garungsmedium vorliegt, welche Substanz im normalen Giarungs- 
akte erst bei der nachtriglichen Reaktion 1Vec gebildet wird. Hier 
sehen wir also, da’ das Schema die Forderung stellt, daB fiir die Ein- 
leitung des Garungsvorganges im Medium noch ein neues Prinzip 
vorhanden ist, welches unentbehrlich ist, um die Dehydrierung des 


1 A. Harden, Alcoholic Fermentation 3rd. Ed., 8. 64. London 1923. 
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Methylglyoxalhydrates zu bewirken, indem es dabei als Wasserstof! 


akzeptor fungiert. 

Diese Sachlage machte es nun verfiihrerisch. dem Coenzym ic 
Funktion eines einleitenden Wasserstoffakzeptors zuzuschreiben. wn 
dies war um so mehr der Fall, weil in der Literatur schon mehrere 
Angaben anzutreffen waren, welche nach dieser Richtung hindeutet« 
Hier setzten also unsere experimentellen Priifungen ein. 


I. Teil. Die Deutung des Coenzyms als Wasserstoffakzeptor. 
1. Die Untersuchungen von Neuberg und von Harden iiber das Coenzyn 

Bevor wir dazu tibergehen, unsere eigenen Versuche betreffs de 
Wasserstoffakzeptorhypothese wiederzugeben, miissen wir darauf hin 
weisen, daB sowohl von Neuberg wie von Harden schon Beobachtungen 
gemacht und Gedanken geaiuBert worden sind, welche in der gleichen 
Richtung gedeutet werden kinnten und zum Teil auch auf diese Weise 
gedeutet worden sind. 

Schon im Jahre 1915 berichteten Neuberg und Schwenk'!, dab es 
ihnen gelungen war, durch Dialyse inaktivierten Mazerationssaft wn 
ebenfalls ausgewaschene Trockenhefe wieder wirksam zu machen durch 
Hinzufiigung eines Gemisches von Salzen der a-Ketosaéuren. Weil dies: 
Salze zweifellos auch von coenzymfreier Hefe wenigstens teilweise 
decarboxyliert werden, liegt es auf der Hand, die beobachtete Coenzym 
wirkung in Zusammenhang mit der eintretenden Bildung von Aldehyden 
zu bringen, welche dann als einleitender Wasserstoffakzeptor fungieren 
kénnten. Auf Grund dieser Versuche schreibt W. Fuchs in seine: 
zusammenfassenden Bearbeitung des Garungsproblems noch im Jahre 
1922: .,Die tiber das Coenzym bekannt gewordenen Verhaltnisse 
wiiren nun im groBben und ganzen mit der Auffassung vereinbar, dali 
es sich bei dem natiirlichen Coenzym um a-Ketosiuren foder Salzen 
von ihnen) handle. Im Coferment direkt a-Ketosiuren nachzuweise: 
gelang allerdings nicht?.” 

Inzwischen hat Harden bei einer Nachpriifung der Neubergschen 
Ergebnisse dieselben vereinfachen kénnen*. Der englische Forscher 
stellte fest, daB es bisweilen gelang, ausgewaschene Zymine zu reak- 
tivieren durch Hinzufiigung von brenztraubensauren Salzen oder vo! 
Acetaldehyd allein, jedoch nur, wenn auBer den ebenfalls unentbehrliche:: 
Phosphaten auch das von Neuberg und Schwenk schon als Kalium 
phosphat hinzugefiigte Kaliumion in das Garungsmedium gebraclit 


1 C. Neuberg und E. Schwenk, diese Zeitschr. 71, 135, 1915. 

2 W. Fuchs, Der gegenwartige Stand des Géarungsproblems. 8. 15 
Stuttgart 1922. 

3’ 4A. Harden, Alcoholic Fermentation, 3rd. Ed. 8S. 71. London 1923 
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wurde. Wahrend also Neuberg eine Mischung von verschiedenen 
-Ketosduren als notwendig betrachtet hat — und dies auch 
in einer spateren Publikation noch angibt! —, geniigt nach Harden 
ein einziges ketosaures Salz oder sogar Acetaldehyd. Doch ist zu be- 
ricksichtigen, daB Meyerhof keine Aktivierung von ultrafiltriertem 
Mazerationssaft durch brenztraubensaures Natrium beobachten konnte?, 
was allerdings nach Harden midglicherweise darauf zuriickzufiihren 
sei, daB Meyerhof nicht fiir die gleichzeitige Anwesenheit von Kalium- 
ionen gesorgt hat®. Harden schlieBt denn auch seine im Jahre 1923 
gegebene Diskussion des Coenzymproblems mit den Worten: .,[t seems 
therefore highly probable that the co-enzyme fulfils a similar function 
and that it will be found like aldehyde, to be a substance capable of reduction 
in presence of the enzymes of yeast’. 

Dagegen ist es wichtig, dab Newberg in den letzten Jahren offenbar 
nicht mehr der Meinung ist, daB seine Versuche mit den ketosauren 
Salzen eine mehr oder weniger vollstindige Lisung des Coenzym- 
problems bedeuten. Diese Versuche finden nimlich keine Erwahnung 
in einer im Jahre 1923 abgefaBten zusammenfassenden Ubersicht, 
wo unter anderem bemerkt wird: ,,.Die Natur des Coenzyms ist noch 
nicht genau bekannt. Mit dem Hexose-di-phosphorsaure-ester ist es 
nicht identisch *.** 

Uberblickt man diese kurz gedrangte Ubersicht der Untersuchungen, 
welche bezwecken, die Coenzymwirkung mit der eines Wasserstoff- 
akzeptors zu identifizieren, dann ist das Resultat eine grobe Unsicher- 
heit, welche sich noch vergréBert, wenn man beachtet, da Harden 
nach seinen ersten Arbeiten in dieser Richtung noch einige Abhandlungen 
veréffentlicht hat iiber die stimulierende Wirkung des Acetaldehyds 
(und des Methylenblaus) auf die Garung in einem Medium, worin auch 


Coenzym vorhanden war und wobei also keine Rede davon war, das 
Coenzym durch Acetaldebyd zu ersetzen. Zusammenfassend kann 
man sagen, daB es in der Tat offenbar Falle gibt, in denen Zymase- 
priparate, welche an und fiir sich inaktiv sind, von Aldehyden oder 
von a-Ketosauren wirksam gemacht werden, aber dal} andererseits die 
betreffenden Beobachter davor zuriickschrecken, hierin eine allgemein- 
giltige Lisung des Coenzymproblems zu sehen. 


1 C. Neuberg, diese Zeitschr. S88, 145, 1918. 

2 O. Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 165, 1918. 

3 Es erscheint allerdings zweifelhaft, ob dies in der Tat zutrifft. Weyer 
hof erwahnt seine diesbeziiglichen Versuche nur beiléufig und obgleich 
feststeht, daB er mit brenztraubensaurem Natrium gearbeitet hat, ist es 
sehr wahrscheinlich, daB er wie bei den vorangehenden Versuchen hier 
ebenfalls ein kaliumhaltiges Phosphatgemisch hinzugefiigt hat. 

* C. Neuberg, Oppenheimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 2, 456, 1923. 
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2. Beschreibung der Methodik der anjdnglichen Versuche. 


Wahrend spiater die benutzte Methodik unter dem EinfluB de 
erhaltenen Ergebnisse und zufolge eines niheren Studiums der Arbeiten 
von Meyerhof, Haehn, Euler u. a. erheblich modifiziert wurde, haben 
wir uns anfangs eng an die urspriingliche Hardensche Methodik 


angeschlossen, nur mit dem Unterschiede, daB statt mit dem Buchner 
schen PreBsafte mit dem Lebedewschen Mazerationssafte gearbeitet 
wurde. 

Fiir die Herstellung dieses Saftes benutzten wir Brauereiunterhefe. 
welche wir dem freundlichen Entgegenkommen der Direktion der ,,Bier 
brouwerij d’Oranjeboom“ zu Rotterdam verdankten. Im Laufe von etwa 
2 Jahren wurden mehrere Sendungen gepreBter Hefe verarbeitet, wobei 
es sich zeigte, da®B die daraus in der iiblichen Weise bereiteten Mazerations 
sifte sehr ungleiche Garwirkungen aufwiesen und sogar nicht selten ganz 
wirkungslos waren. Die nahere Untersuchung dieses ungleichartigen 
Verhaltens hat schlieBlich Klarheit iiber diese Frage gebracht, worauf an 
dieser Stelle jedoch der Kiirze wegen nicht eingegangen werden soll. Wi: 
begniigen uns damit, hier zu betonen, daB alle hierunter wiedergegebenen 
Versuche mit einem Mazerationssaft vorgenommen wurden, welcher, mit den 
halben Volumen an 10°,iger Glucoselésung gemischt, bei 30° C spétestens 
nach einer 44 Stunde kraftige Girwirkung entfaltete?. 

Die Trennung der in den Mazerationsséften vorhandenen Zymase 
vom Coenzym geschah bei den in diesem Teile beschriebenen Versuchen 
durch Ultrafiltration im Bechholdschen Apparat, der fiir diesen Zweck 
auch von Harden als gut brauchbar anerkannt wird. 

Anstatt der von Harden und Young verwendeten Celatinefilter wurden 
Kollodiumultrafilter benutzt. Das Kollodiumfilter wurde in der tblichen 
Weise in dem Apparat angebracht und dann mit 10 ccm Mazerationssatft 
beschickt. Jetzt wurde der Apparat mit einer Stickstoffbombe verbunden 
und ein Druck von 6 bis 8 Atm. ausgeiibt. Nachdem 7 bis 8 cem Filtrat 
erhalten worden waren, wurde der Filtrationsriickstand mit einigen Kubik- 
zentimetern Wasser aufgeschwemmt und abermals unter Druck filtriert, 
bis kein Filtrat mehr durchging. Der ganze Prozeb erforderte etwa 10 bis 
12 Stunden und verlief im Kellerraum des Laboratoriums bei einer durch- 
schnittlichen Temperatur von 13 bis 15°C. 

Der erhaltene Riickstand wurde dann mit Wasser auf 5 ccm gebrachit. 

Obgleich die herbeigefiihrte Verdiinnung der Zymasebegleitstoffe bei 
dieser Versuchsanordnung gering ist spiter wurde diese Verdiinnung in 
Anlehnung an Meyerhof ganz erheblich erhéht —., ist sie doch zu ver 
gleichen mit derjenigen, welche Harden und Young bei ihren bekannten 


1 Es muB hier bemerkt werden, daB wir immer mit Glucose und nicht 
mit Fructose, wie dies von Meyerhof und Harden empfohlen worden ist, 
gearbeitet haben. Dies haingt damit zusammen, da8 wir bald beobachteten, 
daB trotz der entgegengesetzten Erfahrungen der genannten Autoren 
unsere Mazerationsséfte Fructose éfters nur nach einer erheblichen In 
kubationszeit, und Glucose sofort vergoren. Ahnliches war fiir diese!b 
Hefe auch schon von Kluyver, Donker und Visser ’t Hooft festgestellt worde: 
Vgl. diese Zeitschr. 161, 301, 1925. 
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Versuchen vorgenommen haben, und es zeigte sich, dab sie geniigte, um 

Inaktivierung des Filterriickstandes bei den gewahlten Bedingungen 

erhalten. 

Bei den eigentlichen Garungsversuchen wurde immer das Géarungs- 
<acharometer nach van Iterson-Kluyver' benutzt, welches eine bequeme 
\rbeit mit geringen Quantitaiten Garungsfliissigkeit unter gleichzeitiger 
\blesung der gebildeten Kohlensaéiure ermdéglicht. 


Kigene Versuche iiber den EinfluB des Acetaldehyds auf den durch Ultra- 
filtration unwirksam gemachten Mazerationssait. 

Bei den ersten hier nicht niher anzufiihrenden Versuchen be- 
«chrinkten wir uns darauf, festzustellen, dab bei der angegebenen Arbeits- 
weise ein Filtrationsriickstand erhalten wurde, welcher nach Hinzufiigung 
einer geeigneten Phosphatmenge und Zuckerzugabe (Endkonzentration 
des Zuckers etwa 3 bis 4°.) keine Garung mehr aufwies, waihrend 
nach Beimischung eines gleichen Volumens Ultrafiltrat immer kraftige 
Girung erhalten wurde. Dieses Ergebnis war also nur eine Wieder- 
holung des klassischen Experimentes von Harden und Young. 

Hier soll nun berichtet werden iiber diejenigen Versuche, welche 
darauf ausgingen, die Ersetzbarkeit des Coenzyms durch Acetaldehyd 
zm priifen. 

Um die Wiedergabe der Versuchsanordnung in den einzelnen 
Fallen zu erleichtern, méchten wir eine Ubersicht iiber die an allen Stellen 
getroffenen MaBnahmen vorausschicken. An erster Stelle sei bemerkt, 
dab, falls nichts anderes bemerkt worden ist, alle Versuche sofort nach 
Beendigung der Ultrafiltration angestellt wurden. Weiter wurde bei 
allen Versuchen das Garungsgemisch immer mit Toluo! gesattigt. 
Hierzu wurde zum Gesamtvolumen des Gemisches (von etwa 1,2 bis 
1.3 cem) 0.2 ecem Toluol hinzugegeben und mit Hilfe eines Glasstabchens 
tiichtig durchgemischt. Dann wurde | bis 2 Minuten stehen gelassen, 
damit der UberschuB an Toluol wieder aufsteigen konnte. Unmittelbar 
hierauf wurde ein bestimmtes Volumen des Garungsgemisches unter 
den Hahn des Apparates gebracht und der Hahn hierauf geschlossen. 
Wo in den Versuchsprotokollen nichts anderes bemerkt worden ist, war 
dieses Volumen immer genau 1,0 cem. 

Wenn in den Protokollen von Phosphatgemisch gesprochen wird, 
ist damit immer 0,5 mol. neutrales Phosphatgemisch gemeint, welches 
in Anlehnung an Meyerhof aus zwei Teilen K,HPO, und einem Teil 
KH, PO, hergestellt wurde. Die eventuell hinzugefiigte Acetaldehyd- 
lisung war immer | °,ig. 


' Man vergleiche fiir diesen Apparat z. B. die Beschreibung in A. W. 
van der Haar, Anleitung zum Nachweis usw. der Monosaccharide und 
\ldehydsiuren. Berlin 1920. 
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Was die abgelesenen Kohlensauremengen betrifft, sei noch folgende. 
bemerkt. Es schien uns iiberfliissig, die nach verschiedenen Zeite) 
vorhandenen Gasvolumina immer auf Temperatur und Druck zu kor: 
gieren. Wir haben dies nur fiir die definitiven Werte gemacht, und ci: 
betreffenden Ziffern sind in den Protokollen immer mit Fettdruck 
angegeben. Was die sonstigen Werte anbelangt, mu also beriick 
sichtigt werden, daB sie die Volumina bei der immer eingehaltene: 
Versuchstemperatur von 30° C wiedergeben und daB diese Werte iibe: 
dem beeinfluBt werden vom wechselnden Druck im Apparate. Da 
diesen Ziffern nur relative Bedeutung zukommt, schien uns dies zu. 
lassig. Nur diirfte ausdriicklich erwihnt werden, daB das Quecksilber 
niveau im offenen Schenkel des Apparates beim Anfang der Versuche 
immer genau 18cm unter die Grenzschicht vom Garungsgemisch wn 
Quecksilber im geschlossenen Schenkel gebracht wurde. 


Es folgen nun die ersten Versuchsergebnisse. 


Versuch 1. 

Trockenhefe A. 10ccm Mazerationssaft filtriert, Riickstand mi 
5cem Wasser aufgeschwemmt und 5cem abfiltriert. Gewaschener Riick 
stand bis 5ccem mit Wasser aufgefiillt. 

a) 0,4 ccm Filtrationsriickstand, 0,5 ccm Ultrafiltrat, 0.2 cem 20° jig 
Glucoselésung. 

b) 0,6cem  Filtrationsriickstand, 0,2cem 20%ige  Glucoselésung, 
0,lcem Phosphatgemisch, 0,1 cem Wasser. 

ce) 14cem_ Filtrationsriickstand, 0,3cem 20° ige Glucoseldsuny, 
0,1 cem Phosphatgemisch, 0,1 cem Acetaldehydlésung. 

b) zeigte auch nach 40 Stunden keine Garung, a) und ec) hatten in 
dieser Zeit bzw. pro Kubikzentimeter Garungsgemisch 8.0 und 9,0 cen 
Kohlensiure gebildet. 

Versuch 2. 

Dieser Versuch stellte eine genaue Wiederholung von Versuch | dar, 10 
mit dem Unterschied, da8 die Filtration weniger rasch vor sich ging. 
da8B der Filtrationsriickstand betrachtlich langer mit Wasser in Beriihruny 
blieb. 

Dieser 7mstand zeigte sich von ausschlaggebender Bedeutung, inde: 
jetzt nur a) ein positives Ergebnis lieferte, die anderen Gemische hatter 
auch nach 40 Stunden keine Kohlensaéure entwickelt. 


Versuch 3. 

Trockenhefe A. 10cem Mazerationssaft, Riickstand nicht ausgewasclv 

a) 0,4cem_ Filtrationsriickstand, 0,5em Ultrafiltrat und 0,2 ¢c 
20°% ige Glucoselésung. 

b) 1,0cem_ Filtrationsriickstand, 0,2leem 20° ige Glucoseldésung. 
0,07 cem Phosphatgemisch und 0,07 cem Wasser. 

ec) Wie b), nur statt 0,07 cem Wasser 0,07 ccm 1° ,ige Acetaldehy:! 
lésung. 

d) Wie b), nur statt 0,07 cem Wasser 0.07 cem 1°,ige Brenztraul» 


saure. 
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Fintritt der Gebildete Koblensauremenge 
Garung nach in com nach 


Min 2 Std. 6 Std. 


Versuch 4. 

Trockenhete A. 10cem Mazerationssaft filtriert, Riickstand mit 
25cem Wasser aufgeschwemmt und 2,5cem abfiltriert. Gewaschener 
Riickstand bis 5cem mit Wasser angefiillt. 

a) 0,.4cem Filtrationsriickstand, 0,5 cem Ultrafiltrat, 0.2 cem 20 °jige 
Glucoselésung. 

b) 0.7 cem_ Filtrationsriickstand, 0,l5cem 20° ige Glucoselésung, 
0,05 cem Phosphatgemisch, 0,05 cem Wasser. 

ce) Wie b), nur statt 0,15 c¢em 20°,iger Glucoselésung 0,05 cem 20 °,ige 
Gluecoselésung und 0,1 cem 20°. ige Fructoselésung. 

d) Wie b), nur statt 0,05cem Wasser 0,05 cem 1 ©,ige Acetaldehydlésung. 

b) und ¢) zeigten auch nach 40 Stunden keine Garung, a) und d) gaben 
«hon nach 1 und 2 Stunden kraftige Kohlensiureentwicklung. 


Versuch 5. 


Trockenhefe A. 10cem Mazerationssaft filtriert, Riickstahd mit 
25cem Wasser aufgeschwemmt und 2,5cem abfiltriert. Gewaschener 
Riiekstand bis 5 ccm mit Wasser angefiillt. 

a) 0.4 cem Filtrationsriickstand, 0,5 cem gekochtes Ultrafiltrat, 0,2 cem 
20°.ige Glucoselésung, 0,05 cem Phosphatgemisch. 

b) 0.7 cem_ Filtrationsriickstand, 0,15cem 20° ,ige Glucoselésung, 
0,.05cem Phosphatgemisch und 0,05 cem Wasser. 

c) Wie b), nur statt 0,05cem Wasser 0,05 cem 1 ©, ige Acetaldehydlésung. 

b) und ¢) zeigten auch nach 40 Stunden keine Garung, wahrend a) nach 
lieser Zeit pro Kubikzentimeter Garungsgemisch 6,7 cem Kohlenséure 
gegeben hatte. 

Versuch 6. 
. 

Trockenhefe A. Wurde zu gleicher Zeit mit Versuch 5 angestellt und 
lie Behandlung des Mazerationssaftes geschah in gleicher , Weise, nur 
wurde statt mit 2,5cem Wasser mit 5ecm Wasser ausgewaschen. 

a) 0.4ccem Filtrationsriickstand, 0,5 cem Ultrafiltrat, 0.2 cem 20°, ige 
Uilucoselésung. 

b) 0.4cem_ Filtrationsriickstand, 0,5cem  gekochtes Ultrafiltrat, 
1.05 cem Phosphatgemisch, 0,2 cem 20° ,ige Glucoselésung. 

c) 0.7eem Filtrationsriickstand, 0,15cem 20°,ige Glucoselésung, 
1,05 cem Phosphatgemisch, 0,05 ccm 1° ige Acetaldehydlésung. 





Gebildete Kohlensauremenge in ccm nach 


70 Min 41/5 Std. 40 Std. 
4.5 


0 
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Versuch 7. 

Trockenhefe B. 10 ccm Mazerationssaft filtriert, Riickstand mit 5. 
Wasser aufgeschwemmt und 5cem abfiltriert. Gewaschener Riicksta 
bis 5cem mit Wasser angefiillt. 

a) 0,5 cem Filtrationsriickstand, 0.5cem Ultrafiltrat (gekocht), 0.3 « 
20°, ige Glucoselésung. 

b) 0,7 cem_ Filtrationsriickstand, 0,l5cem 20°, ige Glucoselésuny 
0,05 cem Phosphatgemisch und 0,05 ccm Wasser. 

c) Wie b), nur statt 0,05cem Wasser 0,05 cem 1 °,ige Acetaldehydlésuny 

d) Wie ¢), ohne Phosphatgemisch. 

Von a) kam Il cem, von b), ¢) und d) kamen 0,7 cem zur Vergéruny 
Nur der Endwert ist auf 1,0 cem Garungsgemisch umgerechnet. 





Eintritt der Gebildete Kohlensauremenge in ccm nach 
Garung nach ‘ 
Min. 4 Std. 7 Std. 12 Std 


60 3.5 5.6 73 
0 0 
() 2, 48 
0 0 


Versuch 8. 

Trockenhete B. 10 cem Mazerationssaft filtriert, Riickstand mit 5 cen 
Wasser aufgeschwemmt und 5 cem abfiltriert. Gewaschener Riickstand bhi- 
5cem mit Wasser angefiillt. 

a) 0,7 cem_ Filtrationsriickstand, 0,l5cem 20° ige Glucoselésung, 
0,05 cem Phosphatgemisch und 0,05 ccm Wasser. 

b) 0,7 cem Filtrationsriickstand, 0,15 cem 20°,ige Glucoselésung und 
0,1 cem Wasser. 

c) Wie a), nur statt 0.05ccm Wasser 0,05ccem | °,ige Acetaldehydlésung 

d) Wie b), nur statt 0,1 cem Wasser 0,05cem Wasser und 0,05 cen 
1% ige Acetaldehydlésun g. 





Gebildete Kohlenséuremenge in ccm nach 


6 Std. 71/y Std. 


0 0 
0 0 
3.0 4.0 
0 0 


4. Diskussion der Versuchsresultate. 


Wenn wir nun die Resultate der vorlaufigen Versuchsserie tiber 
blicken, so 1laBt sich folgendes feststellen: Zuerst kann konstatiert 
werden, daB bei allen Versuchen in Uhereinstimmung mit dem Grund 
experiment von Harden und Young der ultrafiltrierte Mazerationssa!t 
auch nach Zugabe einer geeigneten Menge lislicher Phosphate nic!it 
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imstande ist, Garung hervorzurufen. Dal dennoch die eigentliche 
Zymase im Filtrationsriickstand in ungeschadigtem Zustand vorhanden 
ist. zeigen die bei allen Versuchen erhaltenen positiven Géarungs- 
erscheinungen, welche eintreten, wenn man den Riickstand wieder 
mit dem Ultrafiltrat zusammenbringt 

Wie steht es nun aber mit der Méglichkeit, das Ultrafiltrat zu 
ersetzen durch eine geeignete Menge Phosphate und Acetaldehyd ’ 
In dieser Hinsicht geben die einzelnen Versuche merkwiirdigerweise 
ein sehr wechselndes Resultat. Wahrend die Versuche 1, 3, 4, 7 und 8 
anscheinend dafiir sprechen, da$ eine derartige Ersetzung durchaus 
miglich ist und somit eine Bestatigung der Hardenschen Versuche 
darstellen, ist es sehr auffallend, daB im Gegensatz hierzu die Ver- 
suche 2, 5 und 6 ein negatives Resultat lieferten. Doch gaben auch 
diese letzten Versuche, wie schon bemerkt, mit Ultrafiltrat positive 
Ergebnisse. 

Es fragt sich nun, ob es mdglich ist, die Faktoren aufzuf‘nden, 
welche diese Abweichungen bedingen. Hierfiir mu zuerst betont 
werden, daB bei den Versuchen | bis 6 einerseits und 7 und 8 andererseits 
fir die Bereitung des Mazerationssaftes von verschiedener Trocken- 
hefe ausgegangen wurde. Wahrend in den beiden letzten Versuchen 
bei Benutzung von Trockenhefe B der Filtrationsriickstand ungeachtet 
des Auswaschens mit 5ccem Wasser doch mit Acetaldehyd wieder zu 
aktivieren ist, lehren die ersten sechs Versuche, da® dies bei Benutzung 
von Trockenhefe A bisweilen wohl, aber doch auch oft nicht zu er- 
reichen ist. Mit Gewibheit laBt sich iiber die Ursache dieses verschieden- 


artigen Verhaltens nichts sagen. Es ware denkbar, dab eine mehr 
oder weniger vollstandige Entfernung des Coenzyms hier den Ausschlag 
gibt, und in dieser Hinsicht werden einerseits die angewandte Menge 
des Waschwassers, andererseits aber auch kleine Anderungen in der 
Durchlassigkeit des Ultrafilters hier maBbgebend sein. Versuch 2 weist 
darauf hin, daB auch die Beriihrungszeit der Zymase mit Wasser nicht 


ohne Bedeutung ist. 


Wie dem auch sei, fest steht wohl, daB von einer restlosen Ersetzung 
des Coenzyms durch Acetaldehyd auch in Anwesenheit von Kalium- 
ionen — keine Rede sein kann’. Weitere Versuche waren also geboten, 
und dies war um so mehr der Fall, weil im Jahre 1918 von Meyerhof 
eine Reihe wichtiger Mitteilungen iiber das Coenzym_ veréffentlicht 
wurden, die geeignet sind, ein helles Licht auf die Unvollkommenheiten 


' Diese Aussage wird wie sich spater zeigen wird auch von zahl- 
reichen anderen von uns angestellten Versuchen vollauf bestatigt. Doch 
werden diese Versuche besser im Zusammenhang mit unseren spidteren 
Ausfiihrungen behandelt. 
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der bis zu genannter Zeit tiblichen Methodik fiir den Coenzymnachw 
zu werfen. 

Obgleich die Meyerhofschen Ergebnisse uns auch beim Anfang 
unserer Untersuchung geniigend bekannt waren, haben wir doch al 
sichtlich diesen im vorhergehenden keine Rechnung getragen und 
zwar auf Grund der folgenden Uberlegungen. LEinerseits wollten wir 
uns anfangs eng anschlieBen an die klassischen Versuche, welcly 
zur Entdeckung des Coenzymprinzips gefiihrt haben, und dabei deutlic) 
hervortreten lassen, daB bei einer derartigen primitiven Methodik di 
Aktivierung eines inaktivierten Zymasepraparates auch wen 
den unentbehrlichen Phosphaten Rechnung getragen wird gewil 
noch nicht identisch ist mit einer Hinzufiigung von Coenzym. Andere: 
seits wurde mit der besprochenen Versuchsserie eine Nachpriifung der 
Neubergschen und der Hardenschen Experimente mit a-Ketosaure: 
und Acetaldehyd bezweckt, wobei zu bedenken ist, dab diese Versuch 
vor den Meyerhofschen angestellt waren und dabei also den von 
Meyerhof geltend gemachten Gesichtspunkten ebenfalls keine Rechnung 
getragen werden konnte. Im folgenden Teil sollen inzwischen di 
Meyerhofschen Ergebnisse diskutiert werden und im Anschluf hieran 
iiber unsere eigenen diesbeziiglichen Versuche berichtet werden. 


Il. Teil. Die Hypothese der Wasserstoffakzeptorfunktion des Coenzyms 
unter Beriicksichtigung der Meyerhofschen Untersuchungen iiber die Be- 
deutung des hexose-di-phosphorsauren Esters fiir die zellfreie Girune. 


1. Die Meyerhofschen Untersuchungen iiber das Coenzym. 

Im Jahre 1918 erschienen drei wichtige Publikationen vo 
O. Meyerhof iiber das von ihm als Coferment gedeutete Coenzym de: 
alkoholischen Garung!. Nur die Punkte, welche fiir den weitere: 
Gang unserer Untersuchungen von Bedeutung gewesen sind, solle: 
hier mehr eingehend besprochen werden. Die Fortschritte, welch 
das Studium des Coenzyms infolge der Meyerhofschen Untersuchunge: 
gemacht hat, sind zweieriei Art. Einerseits betreffen sie die Methodik 


der Coenzymuntersuchungen, andererseits 6ffneten sie weitere Pe 
spektiven beziiglich der allgemeinen Bedeutung des Coenzyms, inden 
die weite Verbreitung dieses Prinzips auch im Tierkérper nachgewiese: 
und dadurch eine nihere Verkniipfung der Atmungs- und Garungs 
prozesse angebahnt wurde. 


Wahrend diese letzten Ergebnisse hier vorliufig auBer Betracht 
bleiben kénnen, muB auf die methodischen Resultate naher eingegange! 


1 O. Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 165, 1918; 102, 1, 11> 
102, 185, 1918. 
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werden. Hierbei mu®B zuerst hervorgehoben werden, daB Meyerhof, 
der seine Versuche alle mit Mazerationssaft angestellt hat, der von 
Lebedew' bei diesem Safte entdeckten Erscheinung der Induktion 
grobe Aufmerksamkeit gewidmet hat. Bekanntlich besteht diese Er- 
scheinung darin, dab oft bestimmte Mazerationssafte nach Vermischung 
mit Zuckerlésungen langere Zeit keine Gairung verursachen, um dann 
auf einmal kraftige Garwirkung zu entfalten. Meyerhof machte nun 
die grundlegende Entdeckung — eine der wichtigsten der ganzen 
neuzeitlichen biochemischen Forschung —, dab sehr geringe Konzen- 
trationen des hexose-di-phosphorsauren Esters (!/; Millimol) imstande 
sind, die genannte Induktion ginzlich aufzuheben. Dabei konnte 
Meyerhof zeigen, dab die Wirkung des hexose-di-phosphorsauren Esters 
als eine autokatalytische Beeinflussung der bei der zellfreien Garung 
immer stattfindenden Zuckerphosphorylierung aufzufassen war. Fiir 
das Coenzymstudium war diese Feststellung deshalb so wichtig, weil 
Veyerhof zeigte, daB durch schwaches Auswaschen inaktivierte Zymase 
durch die alleinige Zugabe des hexose-di-phosphorsauren Esters reak- 
tiviert werden konnte. Meyerhof schlieBt hieraus, daB dadurch gezeigt 
wird, daB derartige Zymase nicht wie man meinen wiirde coenzym- 
frei ist, sondern nur deshalb keine Garung aufweist, weil eine starke 
Induktion vorliegt, welche sich itiber die ganze zulissige Dauer des 
Versuchs ausdehnt. Die beim ersten Anblick ebenfalls méglich er- 
scheinende Deutung der genannten Erscheinung, namlich daB der 
hexose-di-phosphorsaure Ester identisch ist mit dem Coenzym, wird 
von Meyerhof sofort verworfen. Dafiir gibt er zwei Griinde an, 
nimlich zuerst, daB von Harden und Young schon friiher gezeigt 
war, daB dieser Ester kein Coenzym ist. Nun mu hierzu bemerkt 
werden, daB diese Ansicht, welche sich ganz allgemein in der 
Gairungsliteratur vorfindet, soweit wir haben feststellen kénnen, 
sehr ungeniigend begriindet ist. Harden macht in seiner Mono- 
graphie ebenfalls dieselbe Bemerkung, doch gibt er hierbei aus- 
nahmsweise keine urspriingliche Literaturstelle an. Die einzigen 
Stellen in den Originalarbeiten von Harden’ und Young, welche 
sich auf diesen Punkt beziehen, sind, soweit wir dies ermitteln 
konnten, die folgenden. Zuerst ein Passus in der Abhandlung ,,The 
Alcoholic Fermentation of Yeast-juice Part. V°*, wo es heibt: 
consisted in carrying out two parallel fermentations by means 
of a residue rendered inactive by filtration and a solution of 
coferment free from phosphate and hexosephosphate (prepared by a 
method shortly to be decribed)‘. 


1 4. Lebedew, Ann. de |’Inst. Pasteur 26, 16, 
2 Proc. Roy. Soc., Ser. B, 82, 323, 1910. 


Biochemische Zeitschrift Band 201. 
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Nahere Einzelheiten fehlen jedoch, und dies gilt auch fiir dey 
zweiten Passus, zu dem Harden und Young in einer FuBnote am Eni 
ihrer Abhandlung tiber ,,The function of phosphates in alcoholic fer. 
mentation’: unter anderen folgendes bemerken: 

The authors are in possession of conclusive experimental evidence, 
which will shortly be published, that the hexosephosphate does not restor 
activity to a residue rendered inactive by gelatin filtration of yeast-juice’* 

Wie dem auch sein mége, in erster Linie kann die betreffende 
Beweisfiihrung uns gleichgiiltig sein, weil Meyerhof selber auBer Zweife| 
gestellt hat, daB es gelingt, durch fortgesetztes Auswaschen auf ein 
Ultrafilter den Riickstand eines Mazerationssaftes in derartiger Weise 
zu inaktivieren, daB dieser Riickstand auch nach Zugabe von hexose. 
di-phosphorsaurem Ester keine Garwirkung mehr entfaltet, wahrend 
doch nach Beimischung von ,,Kochsaft** die Garkraft wieder zuriick- 
kehrt. Hiermit ist also unzweideutig bewiesen, dab die Coenzymwirkung 
nicht allein auf die Anwesenheit von hexose-di-phosphorsaurem Este: 
zuriickgefiihrt werden kann. 

Indessen war es deutlich, daB auf Grund der Meyerhofschen 
Ergebnisse unseren im ersten Teil beschriebenen Versuchen uni 
ebenfalls zahlreichen anderen in der Literatur vorhandenen Ex. 
perimenten keine Beweiskraft zukommen kénnte, weil keine Zymas 
als coenzymfrei betrachtet werden darf, wenn dieselbe nicht auch nac) 
Zugabe von hexose-di-phosphorsaurem Ester ohne Garwirkung bleibt. Es 
war also angebracht, alle Versuche zu wiederholen und zwar mit der 
Fiirsorge, daB die Zymase immer auf Abwesenheit von Coenzym gepriift 
wurde unter Zugabe von genanntem Ester. 

Es schien nun immerhin noch priifenswert, ob die in der Einleitung 
aufgeworfene Hypothese, nach welcher dem Coenzym die Funktion 
eines einleitenden Wasserstoffakzeptors zukomme, sich _ vielleicht 
experimentell stiitzen lie’, wenn der Unentbehrlichkeit des hexose. 
di-phosphorsauren Esters Rechnung getragen wiirde. Es war doch 
mdéglich, daB der negative Ausfall einiger der im ersten Teil beschriebenen 
Versuche iiber die Aktivierung durch Acetaldehydzugabe auf die Ver 
nachlassigung dieses Gesichtspunktes zuriickzufiihren sei. Zwar mui 
in diesem Zusammenhang erwahnt werden, dal Meyerhof in seiner 
ersten Abhandlung bemerkt, da unter anderem brenztraubensaures 
Natrium den cofermentfreien gewaschenen Riickstand nicht zu eine! 
irgendwie merklichen Garung veranlaBt, doch wird dies nur ganz _bei- 
laufig ohne Belegversuche erwaihnt, so daB es unsicher ist, ob das 
genannte Salz zusammen mit hexose-di-phosphorsaurem Ester au! 
seine Wirksamkeit gepriift wurde. 


1 Centralbl. f. Bakt., 2. Abt., 26, 184, 1910. 
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Eigene orientierende Versuche unter Beriicksichtigung der von Meyerho} 
angegebenen Gesichtspunkte. 


An erster Stelle schien es wiinschenswert, die im vorigen Ab- 
schnitt ausgesprochene Vermutung, da die im ersten Teil dieser 
Abhandlung bewirkte Inaktivierung der Zymase durch Ultrafiltration 
und schwaches Auswaschen nur auf der Entfernung des hexose-di- 
phosphorsauren Esters beruhen wiirde, experimentell zu priifen. Hierzu 
war es angebracht festzustellen, inwieweit der Filtrationsriickstand 
durch einzelne Zugabe des genannten Esters in seiner Aktivitit re- 
generiert wurde. Wenn dies der Fall wire, so wiirde man gezwungen 
sein zu schlieBen, daB der genannte Riickstand nicht coenzymfrei -var, 
weil doch Meyerhof durch ,,Kochsaft** regenerierbare Riickstinde 
dargestellt hat, welche jedoch nach alleiniger Zugabe des Esters 
unwirksam blieben. 

Wie schon im SchluBabschnitt des ersten Teiles bemerkt worden 
ist, hatten wir schon von Anfang an den Meyerhofschen Ergebnissen 
Rechnung getragen und daher auch bei unseren ersten Versuchen schon 
Parallelpriifungen mit Zugabe von hexose-di-phosphorsaurem Ester 
angestellt. Die damit erhaltenen Resultate sind aber der Ubersichtlich- 
keit wegen im ersten Teil nicht erwahnt worden. Jetzt diirfte es geniigen, 
hier dieselben kurz anzufihren. 

Nur sei noch vorausgeschickt, dab wir als hexose-di-phosphor- 


sauren Ester, genau wie Meyerhof dies bei seinen Experimenten getan 
hat, Praparate der Firma Bayer benutzten, und zwar fast immer ein 
Praparat von hexose-di-phosphorsaurem Natrium, welches genannte 
Firma uns in liebenswiirdigster Weise zur Verfiigung gestellt hatte’. 
In einigen anfanglichen Versuchen wurde gewohnliches Candiolin benutzt, 
welches mit Natriumoxalat in das Natriumsalz umgesetzt wurde. Zur 
Verwendung kam immer m/10 Lésung. 


Versuch da. 
Fiir die Einzelheiten vergleiche man Versuch 5. AuBer den genannten 
Zusammenstellungen a), b) und c) wurde noch ein Versuch angestellt: 
d) 0,7cem Filtrationsriickstand, 0,25cem 20°%ige Glucoselésung, 
0,05 cem Phosphatgemisch und 0,05 cem hexose-di-phosphorsaures Natrium. 
Das Ergebnis war, da® in diesem letzten Versuche in sehr kurzer Zeit 
kraftige Garung eintrat. 
Versuch 6a. 
Fiir die Einzelheiten vergleiche man wieder Versuch 6. Additionell 
wurden die Versuche d) und e) angestellt. 
d) 0,7cem Filtrationsriickstand, 0,l5cem 20%ige Glucoselésung, 
0,05 cem Phosphatgemisch und 0,05 cem hexose-di-phosphorsaures Natrium. 


1 Wir méchten hierfiir auch an dieser Stelle unseren aufrichtigsten 
Dank aussprechen. 
15* 
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e) Wie d), nur wurde ebenfalls 0,05cem 1° ige Acetaldehydlésuny 
verwanat. 

Versuch d) zeigte nach 45 Minuten, Versuch e) nach 30 Minuten cs 
liche Gaérung. Nach 414 Stunden waren in beiden Fillen 5,0 cem Kohle 
siure gebildet und die Garung verlief auch weiter vollstandig. 


Versuch 7a. 

Fiir die Einzelheiten vergleiche man wieder Versuch 7. Auber de 
genannten Zusammenstellungen a) bis d) wurde noch der folgende Versuc} 
angestellt : 

e) 0,7 cem_ Filtrationsriickstand, 0,l5cem 20°, ige Glucoselésung, 
0,05 cem Phosphatgemisch und 0,05 cem hexose-di-phosphorsaures Natriun 

Innerhalb einer % Stunde trat deutliche Garung ein, welche in 
12 Stunden vollstandig war. 

Versuch 8a. 

Fiir die Einzelheiten vergleiche man wieder Versuch 8. AuBer den 
genannten Zusammenstellungen a) bis d) wurde noch der folgende Versuc| 
angestellt. 

e) 0,7 cem Filtrationsriickstand, 0,15 cem 20° ,ige Glucoselésung uni 
0,05 cem hexose-di-phosphorsaures Natrium. 

Nach 1'/, Stunde trat kraftige Garung ein, welche jedoch in diesem 
Falle schon nach etwa 4 Stunden aufhérte, was zweifellos damit zusammen 
hing, daB hier kein anorganisches Phosphat zugefiigt worden war, so dal) 
die unentbehrliche Pufferwirkung fehlte. 

Uberblickt man diese Versuche, dann ergibt sich, daB hierbei in 
der Tat in allen Fallen der Filtrationsriickstand nicht das Meyerhofsche 
Kriterium der Coenzymfreiheit bestanden hat. Hinzufiigung von hexose. 
di-phosphorsaurem Natrium nebst Glucose und anorganischen Phosphaten 
geniigte immer, um eine kraftige Garwirkung hervorzurufen. Dat 
dennoch auch in einzelnen Versuchen die alleinige Zufiigung von Acet- 
aldehyd ebenfalls geniigte, um Aktivierung des Riickstandes zu_be- 
wirken, wird wohl darauf zuriickzufiihren sein, daB die Filtration und 
das Auswaschen nicht geniigt hat, um alles im Mazerationssaft offenbar' 
vorhandene hexose-di-phosphorsaure Natrium zu entfernen. Die 
Konzentration desselben im Riickstand: war aber in den betrachteten 
Fallen zu gering, um ohne die Mitwirkung eines ,,Garungsaktivators 
wie des Acetaldehyds Garung hervorzurufen. Immerhin betrachten 
wir diese Anschauung keineswegs als eine befriedigende Erklarung der 
beobachteten Erscheinungen, und wir kénnen hier nur die negativen 
SchluBfolgerungen des ersten Teiles beziiglich der Wirkung des Acet 
aldehyds wiederholen. Erst die weiter unten mitzuteilenden Ergebnisse 
gestatten eine allerdings beschrankte Einsicht in die betreffenden 
Verhaltnisse. 

Jetzt kam es also darauf an, die Versuche zu wiederholen unte: 
Beriicksichtigung der Meyerhofschen Ergebnisse, das heiBt, daB es 


1 Die benutzten Safte zeigten keine Induktionserscheinungen. 
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notwendig war, das Auswaschen des Ultrafiltrationsriickstandes so 
lange fortzusetzen, bis der Riickstand auch bei Zusatz von hexose- 
di-phosphorsaurem Natrium keine Girung mehr hervorzurufen ver- 
mochte. Dies wurde zuerst versucht unter Beibehalten der oben be- 
schriebenen Technik, also unter Benutzung des Bechholdschen Ultra- 
filtrationsapparates. Es zeigte sich jedoch kaum ausfiihrbar, bei Ver- 
wendung der beschriebenen Ultrafilter eine Verdiinnung der der 
eigentlichen Zymase beigemischten Substanzen bis auf das 100fache 
wie Meyerhof dies fordert — zu erreichen. Die dafiir notwendige Aus- 
waschzeit belief sich auf mehrere Tage, und dies war selbstversténdlich 
unzulassig, weil ernstlich befiirchtet werden muBte, dab die Zymase 
in dieser Zeit merkbar geschadigt sein wiirde. 

Immerhin scheint es — mit Riicksicht auf die spiteren Er- 
orterungen — nicht ohne Bedeutung, hier einige dieser Versuchsergebnisse 
einzufiigen, besonders weil es sich zeigte. da in bestimmten Fallen 
schon eine weit geringere Verdiinnung als die von Meyerhof angegebene 
geniigte, um einen Riickstand zu bekommen, welcher wohl mit ,,Koch- 
saft’*, nicht aber mit alleiniger Zugabe von hexose-di-phosphorsaurem 
Natrium zu regenerieren war. 


Versuch 9. 

Trockenhefe B. 10cem Mazerationssaft filtriert, Verdiinnung der 
Begleitstoffe 18fach. Gewaschener Riickstand schlieBlich bis 5cem mit 
Wasser aufgefiillt. Dauer der Operation etwa 15 Stunden. Die Garversuche 
wurden jedoch erst am folgenden Tage, also nach etwa 24 Stunden an- 
gestellt. 

a) 0,5cem_ Filtrationsriickstand, 1,0cem  ,,Mazerationskochsaft* 
| Minute in kochendes Wasser getaucht), 0,1 cem hexose-di-phosphorsaures 
Natrium, 0,1 cem Phosphatgemisch und 60 mg Glucose. 

b) Wie a), doch ohne hexose-di-phosphorsaures Natrium und ohne 
Phosphatgemisch. 

c) Wie a), doch war der Mazerationskochsaft selber waihrend einiger 
Minuten richtig aufgekocht. 

d) 0,7 cem Filtrationsriickstand, 0,05 cem Phosphatgemisch, 0,05 cem 
hexose-di-phosphorsaures Natrium, 0,2ccm Wasser und 40mg Glucose. 

e) 0,7 cem Filtrationsriickstand, 0,lcem Phosphatgemisch, 0,1 cem 
Wasser, 0,lcem 1°,ige Acetaldehydlésung und 40 mg Glucose. 





Gebildete Kohlensaure in ccm nach 


2'/y Std 6 Std 


2.5 4.8 
2,2 3.8 
4,8 
0 0 
0 0 
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Versuch 10. 

Trockenhefe B. 10ccem Mazerationssaft filtriert, Verdiinnung de; 
Begleitstoffe 40fach. Gewaschener Riickstand schlieBlich bis 5cem mit 
Wasser angefiillt. Dauer der Operation etwa 10 Stunden. Die Garversuche 
wurden jedoch erst am folgenden Morgen, also nach etwa 24 Stunden 
angestellt. 

Eine nahere Anfiihrung der Versuche eriibrigt sich, da alle Versuch 
ein negatives Ergebnis lieferten, darunter auch ein Versuch, wobei der 
Filtrationsriickstand mit ,,Kochsaft‘‘ und hexose-di-phosphorsaure: 
Natrium versetzt wurde. Offenbar war also die ausgewaschene Zymas: 
durch die langere Beriihrung mit Wasser irreversibel geschadigt. 


Versuch 11. 

Trockenhefe B. 10ccm Mazerationssaft filtriert, Verdiinnung der 
Begleitstoffe 16fach. Gewaschener Riickstand schlieBlich bis 5cem mit 
Wasser aufgefiillt. Dauer der Operation etwa 9 Stunden. 

a) 0,5cem_Filtrationsriickstand, 1,0cem  ,,Mazerationskochsa/t‘ 
(1 Minute in kochendem Wasser untergetaucht), 0,1 cem hexose-di-phosphor- 
saures Natrium, 0,1 cem Phosphatgemisch und 60mg Glucose. 

b) Wie a), doch war der ,,Mazerationskochsaft‘‘ selber wahrend 
1 Stunde in kochendem Wasser verblieben. 

c) 0,7cem Filtrationsriickstand, 0,05 cem hexose-di-phosphorsaures 
Natrium, 0,05cem Phosphatgemisch und 40mg Glucose. 

d) Wie c), doch waren auberdem noch 0,05cem 1 %ige Acetaldehyd- 
lésung zugefiigt. 

e) 0,5 cem Filtrationsriickstand, 0,5 cem ,,erstes unverdiinntes“* Ultra- 
filtrat! und 40 mg Glucose. 

f) Wie e), doch dazu 0,05 cem hexose-di-phosphorsaures Natrium und 
0,05 cem Phosphatgemisch. 





Gebildete Kohlensaure in ccm nach 


3 Std. 12 Std. 40 Std 


3,5 7,1 83 
3.0 6,8 8.1 
03 0.5 03 
0.5 0,7 05 
0 0 0 

4,7 7,6 74 


Versuch 12. 

Trockenhefe C. 10ccm Mazerationssaft filtriert, Verdiinnung der 
Begleitstoffe l5fach. Gewaschener Riickstand schlieBlich bis 5cem mit 
Wasser angefiillt. Dauer der Operation etwa 12 Stunden. Die Garversuche 
wurden jedoch erst am folgenden Tage, etwa nach 24 Stunden angestellt. 

a) 0,5cem _Filtrationsriickstand, 1,0cem _ ,,Mazerationskochsaft* 
(2 Minuten in kochendes Wasser untergetaucht) und 60 mg Glucose. 


1 Derartiges Ultrafiltrat wird im folgenden als Ultrafiltrat I bezeichnet 
werden. 
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b) Wie a), jedoch der Kochsaft einige Augenblicke aufgekocht. 

c) 0,7 cem Filtrationsriickstand, 0,05 cem Phosphatgemisch, 0,05 cem 
hexose-di-phosphorsaures Natrium, 0,2cem Wasser und 40mg Glucose. 

d) Wie ce), jedoch statt 0,05 ccm hexose-di-phosphorsaurem Natrium 
0.05cem 1%ige Acetaldehydlésung. 

e) Wie c), jedoch statt 0,05 cem Wasser 0,05 cem 1 °Ziges Acetaldehyd. 

f) 0,7 cem Filtrationsriickstand, 0,05 ccm Phosphatgemisch, 0,25 cem 
Wasser und 40 mg Glucose. 

g) 0,7cem Filtrationsriickstand, 0,5cem Ultrafiltrat I und 50 mg 
(lucose. 

h) Wie g), nur waren dem Ultrafiltrat I auch die Trockenriickstande 
les Waschwassers zugefiigt. 

Auch fiir diesen Versuch ist eine detaillierte Angabe der Resultate 
iiberfliissig; es geniigt zu bemerken, daB die Mischungen c) bis h) sich alle 
girungsunfahig zeigten, wahrend a) und b) eine nahezu vollstandige Garung 
des zugefiigten Zuckers bewirkten. 

Aus diesen Versuchen 9 bis 12 lat sich nun folgendes schlieBen. 
An erster Stelle muB8 bemerkt werden, daB es uns nicht gelang, in einer 
leidlich kurzen Zeit Verdiinnungen zu erreichen, wie diese von Meyerhof 
benutzt worden waren. Doch war auch die erhaltene Verdiinnung 
schon geniigend, um im Gegensatz zu den Ergebnissen der Versuche 5a 
bis 8a einen Filtrationsriickstand, welcher auch bei Anwesenheit von 
hexose-di-phosphorsaurem Natrium inaktiv war, zu bekommen. Der 
negative Ausfall der Versuche 11, d) und 12, e) wobei vergebens versucht 
wurde, den mit ,,Kochsaft‘* regenerierbaren inaktiven Riickstand durch 
gleichzeitige Hinzugabe von hexose-di-phosphorsaurem Natrium und 
Acetaldehyd wieder garungsfihig zu machen, war fiir die aufgestellte 
Arbeitshypothese eben nicht giinstig. Jedoch haftete allen diesen 
Versuchen der Mangel an, daB der Riickstand tiber Nacht lagerte, 
wodurch groBe Gefahr fiir erhebliche Schadigung des Zymasepriaparates 
entstand, was z. B. auch aus dem ginzlichen MiBlingen von Versuch 10 
hervorgeht. Wir beschlossen also, die Versuche unter naiherem Ein- 
halten der Meyerho/schen Versuchsbedingungen zu wiederholen, woriiber 
im folgenden Abschnitt berichtet werden soll. 


3. Weitere Versuche untur naherem AnschluB an die Meyerhofschen Versuchs- 
bedingungen. 

Aus den vorhergehenden Resultaten muBte geschlossen werden, 
da die von uns bis jetzt benutzten Ultrafilter viel feinporiger waren 
als die, welche von Meyerhof verwendet wurden. Und dies war um 
so mehr der Fall, weil wir immer mit dem Bechholdschen Apparate, 
also mit 7 bis 8 Atm. Uberdruck gearbeitet hatten, wihrend Meyerhof 
bei seinen Versuchen die Zsigmondysche Ultrafiltrationstechnik ver- 
wendete, wobei der Uberdruck nur mit der Wasserstrahlpumpe her- 
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gestellt wird. Dabei mul jedoch betont werden, daB unsere Versuc})s 
technik sich vielmehr an die klassische Arbeitsweise von Harden wi! 
Young anschloB. Inzwischen kam es jetzt darauf an, die Meyerho/ 
schen Versuchsbedingungen einzuhalten, und daher mubten grobporigere 
Ultrafilter als bisher benutzt werden. 

Wahrend wir uns anfangs derartige Filter durch eine Modifikatioy 
der Herstellungsweise selber bereitet haben, wurden bei den meli 
definitiven Versuchen die kauflichen, von Dr. Kratz in Gottingen her 
gestellten Ultrafilter (Schnell) mit einem Wasserwerte! von etwa 300) 
benutzt. 

Es sollen nun einige Versuche beschrieben werden, wobei die Ver 
diinnung der Begleitstoffe der Zymase auf etwa 100 oder noch mehr 
fortgesetzt wurde und zwar in einem Zeitraum von etwa 8 bis 10 Stunden 


Wie gesagt, wurde auch jetzt wieder versucht, inwieweit der 
Filtrationsriickstand durch Zusatz von Acetaldehyd und _ hexose-di- 
phosphorsaurem Ester (und anorganischen Phosphaten) zu aktivieren wat 


Versuch 13. 

Trockenhefe D. 10ccm Mazerationssaft wurden auf ein Kratz-Ultra- 
feinfilter (Schnell) filtriert, Filtrationsriickstand schlieBlich mit Wasser aut 
5ecem aufgefiillt, Verdiinnung der Begleitstoffe im Filtrationsriickstand 
300fach. Dauer der Operation etwa 15 Stunden. 

a) 0,5cem Filtrationsriickstand, 0,7 cem gekochtes Ultrafiltrat [, 
0,1 cem hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50 mg Glucose. 

b) 0,5cem Filtrationsriickstand, 0,15cem Phosphatgemisch, 0,6 com 
Wasser, 0,05cem 1° ige Acetaldehydlésung und 50mg Glucose. 

c) 0,5cem Filtrationsriickstand, 0,15 ccm Phosphatgemisch, 0,45 ccm 
Wasser, 0,2cem hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50mg Glucose. 

d) Wie b), nur statt 0,6cem Wasser 0,4cem Wasser und 0,2 cem 
hexose-di-phosphorsaures Natrium. 

a) zeigte nach einer 4 Stunde deutliche Garung, die anderen Versucl, 
hatten ein negatives Ergebnis, nur ist zu erwaihnen, daB nach 40 Stunden 
bei d) eine sehr geringe Menge Kohlensaure (0,6 cem) gebildet war. a) zeigt: 
praktisch vollstandige Garung, indem 7,8cem Kohlenséure entwickelt 
worden waren. 

Versuch 14. 

Trockenhefe D. 1l0cem Mazerationssaft wurden sofort mit 5 cen 
Wasser verdiinnt und dann auf ein Kratz-Ultrafeinfilter (Schnell) filtriert 
Der Riickstand wurde schlieBlich mit Wasser auf 5cem aufgefiillt. Ver- 
diinnung der Begleitstoffe im Filtrationsriickstand 360fach. Dauer det 
Operation 20 Stunden. 

! Bekanntlich versteht man unter ,,Wasserwert* die Zeit in Sekunden 
ausgedriickt, welche 30 cem Wasser brauchen, um ein Ultrafilter mit eine: 
Oberflache von 30 qem zu passieren. 
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a) 0,5cem _ Filtrationsriickstand, 0,8cem — ,,Mazerationskochsaft*‘ 
® bis 3 Minuten in kochendes Wasser untergetaucht) und 50mg Glucose. 

b) 0,5cem Filtrationsriickstand, 0,15¢em Phosphatgemisch, 0,6 cem 
Wasser, 0,05 cem 1°, ige Acetaldehydlésung und 50 mg Glucose. 

c) 0,5cem Filtrationsriickstand, 0,15 cem Phosphatgemisch, 0,45 cem 
Wasser, 0,2cem hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50mg Glucose. 

d) Wie ec), nur statt 0.45cem Wasser 0.4cecm Wasser und 0,05 cem 
|°.ige Acetaldehydlésung. 

b), ¢) und d) lieferten ein ginzlich negatives Ergebnis. 

In a) trat nach 40 Minuten deutliche Garung ein, nach 40 Stunden 
war der Zucker praktisch véllig vergoren: es waren 8,3 ccm Kohlensdure 
entwickelt worden. 

Versuch 15. 

Trockenhefe D. 10 ccm Mazerationssaft wurden sofort mit 5 cem 
Wasser verdiinnt und dann auf ein Kratz-Ultrafeinfilter (Schnell) filtriert. 
Der Riickstand wurde schlieBlich mit Wasser auf 5cem aufgefiillt. Ver- 
diinnung der Begleitstoffe im Filtrationsriickstand 350fach. Dauer der 
Operation 15 Stunden. 

a) 0.5cem Filtrationsriickstand, 0,8 cem ,,Mazerationskochsaft** (2 bis 
3 Minuten in kochendes Wasser untergetaucht, dann der Saft noch kurz 
aufgekocht) und 50mg Glucose. 

b) 0,5cem Filtrationsriickstand, 0,15cem Phosphatgemisch, 0,4 cem 
Wasser, 0,05cem 1° ige Acetaldehydlésung, 0,2 cem hexose-di-phosphor- 
saures Natrium und 50mg Glucose. 

Auch hier blieb b) véllig negativ, waihrend a) nach einer '% Stunde 
deutliche Garung zeigte; nach 40 Stunden war die Garung praktisch voll- 
standig, indem 8,2cem Kohlenséure gebildet worden waren. 


Versuch 16. 

Trockenhefe D. 10 cem Mazerationssaft wurden sofort mit 5cem 
Wasser verdiinnt, dann auf ein Kratz-Ultrafeinfilter (Schnell) filtriert. 
Der Riickstand wurde schlieBlich mit Wasser auf 6ccm aufgefiillt. Ver- 
dimnung der Begleitstoffe im Filtrationsriickstand 180fach. Dauer der 
Operation 18 Stunden. 

a) 0,5cem Filtrationsriickstand, 0.8 cem ,,Mazerationskochsaft* (her- 
gestellt wie beim vorigen Versuch) und 50mg Glucose. 

b) 0,5cem Filtrationsriickstand, 0,15 cem Phosphatgemisch, 0,45 cem 
Wasser, 0.2 cem hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50mg Glucose. 

c) Wie b), nur statt 0.45cem Wasser 0.4cem Wasser und 0,05 cem 


‘ 


1° ige Acetaldehydlésung 


Wiederum gaben die Versuche b) und ec) ein véllig negatives Resultat. 
a) zeigte nach einer ' Stunde deutliche Garung, schlieBlich waren 7,3 cem 


Kohlensaéure entstanden. 


4. SchluBfolgerung. 
Uberblickt man diese Versuche, so darf hieraus geschlossen werden, 
daB es in der Tat gelingt, in Ubereinstimmung mit Meyerhofs Angaben 
durch fortgesetztes Auswaschen einen Filtrationsriickstand zu erhalten, 
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welcher durch hexose-di-phosphorsaures Natrium nicht regenerier: 
wird, wohl aber durch ,,Kochsaft**. Weiter aber zeigt es sich, da8 unsere 
Arbeitshypothese, nach welcher das im Kochsaft vorhandene Coenzym 
nur als einleitender Wasserstoffakzeptor fungiert und daher durch 
Acetaldehyd vertreten werden kann, nicht zutrifft. Fest stand daher 
daB der ,,Kochsaft‘‘ noch einen anderen Faktor von unbekannter 
Wirkung enthielt, welcher fiir das Zustandekommen der Garung im 
zellfreien Medium unentbehrlich ist. Dieser Faktor war dann als 
identisch mit dem Meyerhofschen Coenzym zu betrachten. 


Ill. Teil. Die Bedeutung der Buchnerschen Antiprotease fiir das Coenzym- 
studium. 


1. Einleitung. 

Wie im vorigen Abschnitt dargetan wurde, zwangen die Experimente 
uns, neben den anorganischen Phosphaten, dem hexose-di-phosphor- 
sauren Ester und dem einleitenden Wasserstoffakzeptor noch einen 
anderen unbekannten Faktor als unentbehrlich fiir die Einwirkung 
von Zymase auf Glucose zu betrachten. 


Nun hatte es lingst unsere Aufmerksamkeit auf sich gezogen, dali, 
obgleich das ganze Coenzymproblem in erster Linie seinen Ursprung 


den alteren Beobachtungen von Hahn' iiber das in der Zymase vor- 
handenen tryptische Enzym verdankte, die meisten Forscher, welche sich 
spiter eingehender mit dem Studium des Coenzyms beschaftigt haben 
den EinfluB der sogenannten Endotryptase ganzlich oder fast gianzlich 
auBer Betracht gelassen haben. 


Doch wire es verfehlt, hieraus zu schlieBen, dal darum die An- 
wesenheit einer kraftig wirksamen Endotryptase in Zymasepraparaten 
nun auch ganz in Vergessenheit gkommen war. Im Gegenteil, auch 
die Endotryptase ist in spaterer Zeit noch 6fters Gegenstand eingehender 
Untersuchungen gewesen. Es braucht hier nur erinnert zu werden an 
die ausfiihrlichen Arbeiten von Buchner und Klatte (1908)?, Buchner 
und Haehn (1909% und 19104), Dernby (1917)°, Haehn und Schifferdecker 
(1922)® und in letzter Zeit von Willstdtter und Grassmann (1926)?. 


1 M. Hahn, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 31, 200, 1898; M. Hahn uni 
L. Geret, Zeitschr. f. Biol. 40, 117, 1900. 
2 EB. Buchner und F. Klatte, diese Zeitschr. 8, 520, 1908. 
E. Buchner und H. Haehn, ebendaselbst 19, 198, 1908. 
Dieselben, ebendaselbst 26, 171, 1910. 
K.G. Dernby, ebendaselbst 81, 107, 1917. 
H. Haehn und H. Schifferdecker, ebendaselbst 188, 209, 1923. 
R. Willstdtter und W.Grassmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 153, 
250, 1926. 
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Nur muB festgestellt werden, daB die Ergebnisse dieser Forschungen 
bisher von den Coenzymuntersuchern entweder gar nicht oder nur 
ganz beilaufig in den Kreis ihrer Betrachtungen gezogen worden sind. 
Andererseits haben die meisten der letztgenannten Autoren ihrerseits 
auch keine Veranlassung gefunden, das Coenzymproblem mit ihren 
Resultaten zu verkniipfen. Doch gibt es hierbei auch einige Ausnahmen, 
und gwar haben Buchner und Haehn die Frage des Zusammenhangs 
der Endotryptasewirkung und des Coenzyms ausfiihrlich diskutiert, 
was merkwiirdigerweise Meyerhof und von Euler entgangen zu sein 
scheint. Wahrend zur Zeit der Buchner- und Haehnschen Arbeiten 
die Lésung des Coenzymproblems noch zu wenig fortgeschritten war, 
um eine ginzliche Klarstellung der Verhiltnisse zu erméglichen, gilt 
dies nicht fiir die spitere Arbeit von Haehhr und Schifferdecker, worin 
ebenfalls sehr ausfiihrlich auf den genannten Zusammenhang ein- 
gegangen wird. In der Zwischenzeit waren jedoch die wichtigen Beob- 
achtungen Meyerhofs publiziert, welche aber bei den beiden letzt- 
genannten Autoren ginzlich unberiicksichtigt geblieben sind. 

Hier muB also die Aufmerksamkeit auf die merkwiirdige Sachlage 
gelenkt werden, dai die Coenzymforscher in ihren Arbeiten der 
Endotryptasewirkung keine Rechnung getragen haben, wahrend die- 
jenigen Forscher, welche sich eingehend mit der Endotryptase be- 
schaftigten, offenbar die Coenzymliteratur ungeniigend beherrschten. 

Wie dem auch sei, die Notwendigkeit, neben den besprochenen 
Faktoren noch mit einem weiteren Faktor rechnen zu miissen, fiihrte 
uns dazu, an erster Stelle zu erwagen, ob nicht die Vernachlassigung 
der proteolytischen Eigenschaften der Zymasepraparate die Ursache 
der bisher erhaltenen unbefriedigenden Resultate war. Bevor wir 
dazu iibergehen, unsere diesbeziiglichen Experimente wiederzugeben, 
erscheint es angebracht, zuerst noch eine kurze Ubersicht zu geben 
iiber die wichtigsten Ergebnisse, zu welchen die Untersuchungen iiber 
die Bedeutung der Hefeendotryptase fiir die zellfreie Garung gefiihrt 
haben. 


2. Ubersicht der Untersuchungen iiber die Bedeutung der Hejeendotryptase 
fiir die zellfreie Gdrung. 

Schon im Jahre 1898 wurde von Hahn (I. c.) festgestellt, dab der 
Buchnersche HefepreBsaft ein kraftiges eiweibspaltendes Enzym 
enthielt, das imstande war, die Zymase in verhaltnismabig kurzer 
Zeit zu zerstéren. In einer ausfiihrlichen Arbeit zeigten hierauf Hahn 
und Geret unter anderem, da dieses Enzym, welchem sie den Namen 
Hefeendotrypsin gaben und das in der spateren Literatur als Endo- 
tryptase der Hefe bekannt ist, auch auf andere EiweiSkorper, als die, 
welche in der Hefe vorkommen, spaltend einwirkt. Es waren diese 
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Beobachtungen, welche Macfadyen dazu fiihrten, zu versuchen, Ant 

fermente auch fiir das eiweibspaltende Enzym zu bereiten. Diese 
Versuche wurden Anleitung fiir die Entdeckung der Bedeutung de: 
anorganischen Phosphate fiir die zellfreie Garung und schlieBlich auch 
fiir die Entdeckung des Coenzyms. Wahrend man die beiden letzten 
grundlegenden Beobachtungen Harden und Young verdankt, hat 
Buchner schon bald hiernach versucht, die wichtigen Ergebnisse der 
englischen Forscher mit den alteren und neueren Beobachtungen iiber 
die Endotryptase zu verkniipfen. Wahrend Buchner und Anton 

noch geneigt sind, die Existenz eines Coenzyms anzuzweifeln und dix 
beobachtete aktivierende Wirkung des Kochsaftes hauptsachlich den 
darin vorhandenen Phosphaten zuzuschreiben, wird das Coenzym als 
selbstandiges Prinzip von Buchner und Klatte anerkannt. Dabei bringen 
sie weiter den durchaus wichtigen Nachweis, daB die Zerstérung des 
Coenzyms im lagernden Prebsafte nicht wie diejenige der Zymase durch 
die Endotryptase bewirkt wird, sondern aller Wahrscheinlichkeit nach 
durch ein fettspaltendes Enzym. Aus der ersten Arbeit von Buchne: 
und Haehn schlieBen diese Autoren, dal das Coenzym die Zymase 
vor der verderblichen Wirkung des proteolytischen Enzyms schiitzt 
In der zweiten Arbeit wird diese Auffassung jedoch widerrufen und 
die Autoren schreiben: ,,Man wird vielmehr zur Annahme eines be 
sonderen Schutzstoffes gegen verdauende Einfliisse im Kochsaft g¢ 


nétigt, der als Antiprotease bezeichnet sei‘*. Diese Anderung ihrer Ansicht 
wurde bedingt durch die Beobachtung, daB es gelingt, das Coenzym 
zu zerstéren ohne die Antiprotease zu vernichten. Es muf hervor 
gehoben werden, dab diese Feststellung auch auf Grund von Beolh 
achtungen tiber die Schutzwirkung bei der Gelatineverdauung geschal 


Man muB sich wundern, daB diese einwandfreie Feststellung von 
den spiteren Coenzymforschern so unbeachtet gelassen worden ist. Es 
lag doch auf der Hand, nach diesen Ergebnissen damit zu rechnen 
daB bei einer Trennung von Zymase und Coenzym nicht nur das letzt 
genannte Prinzip, sondern auch die fiir einen richtigen Verlauf de: 
Garung unentbehrliche ,,Antiprotease“ mit abgetrennt sein kénnte 
so daB die Hinzufiigung irgend eines gereinigten Coenzympraparates an 
und fiir sich nicht geniigen wiirde, um die Garungsaktivitat zu regene 
rieren. Wie sich spiter noch herausstellen wird, sind wir der Ansiclit 
daB die sonst so iiberaus sorgfaltigen Versuche Meyerhoj/s durch den 
genannten Umstand erheblich an Wert eingebiBt haben. 

Auch fiir die neueren Versuchsserien von v. Euler und seinen 
Mitarbeitern trifft dieselbe Bemerkung zu, was um so merkwiirdiger 
ist, weil die Versuche von Buchner und Haehn in einer im Jahr 


1 E. Buchner und W. Antoni, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 136, 1905 
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1/23 publizierten ausfiihrlichen Arbeit von Haehn und Schifferdecker 
wiederholt und erginzt worden sind und durchaus bestatigt gefunden 
wurden?, 

Die obige Analyse lie aber jedenfalls den SchluB zu, daB fiir das 
richtige Funktionieren der Zymase bei der Vergirung von Glucose 
logischerweise gerechnet werden muBbte mit der Unentbehrlichkeit der 
folgenden Prinzipien: 

1. Anorganische Phosphate. 

2. Hexose-di-phosphorsaure-ester. 

3. Einleitender Wasserstoffakzeptor. 


4. Antiprotease Buchners. 

Da dem letztgenannten Faktor bei unseren bisherigen Ver- 
suchen nicht Rechnung getragen war, war es also angebracht, zu priifen, 
inwieweit es gelingt, auch noch eine Antiprotease zuzufiigen, um zu 
einer Regenerierung einer stark ausgewaschenen Zymase zu kommen. 


Wenn diese Versuche positiv ausfallen wiirden, ware damit die Ent- 
behrlichkeit cines noch anderen geheimnisvollen Coenzymprinzips 
dargetan. 


3. Eigene Versuche iiber die Bedeutung des Buchner-Haehnschen ,,Schutz- 
saftes’* fiir das Coenzymstudium. 

Die hierunter folgenden Versuche schlieBen sich in ihrer Technik 
eng an die im Teil Il, 3 wiedergegebenen Experimente an, welche, wie 
schon friiher bemerkt, ihrerseits der Hauptsache nach auf Meyerhofs 
Versuchstechnik beruhen. 

Es kam also jetzt darauf an, einer gut ausgewaschenen Zymase 
auBer hexose-di-phosphorsaurem Ester und Acetaldehyd auch noch 
Schutzstoffe gegen die Proteolyse zuzufiigen und zu priifen, inwieweit 
ein derartiges Gemisch imstande war, eine Coenzymlésung wie 
der itibliche ..Kochsaft** zu ersetzen. Dabei ergab sich sofort die 
Schwierigkeit, eine cozymasefreie Schutzlésung darzustellen. Wenn 
man dafiir die natiirlichen Schutzstoffe der Hefe benutzen wollte, wie 
diese im ,,Kochsaft** vorhanden sind, war es also erforderlich, diese 
Schutzstoffe von der ebenfalls vorhandenen Cozymase zu_befreien 

Wir entschlossen uns, hierfiir an erster Stelle dieselbe Vorschrift 
zu befolgen, welche Buchner und Haehn als erste angegeben haben und 
welche spater auch von Haehn und Schifferdecker angewendet worden 
ist. Diese Methode beruht auf der Erfahrung, da® ein siebenstiindiges 
Kochen eines ,,.Kochsaftes’* geniigt, um die darin vorhandene Cozymase 


1 Wie schon bemerkt, ist es aber ebenso bedauernswert, dal Haeh» 
und Schifferdecker die Ergebnisse Meyerhofs voéllig unbeachtet gelassen 
haben. 
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vollstandig zu zerstéren, wahrend die Schutzwirkung des ,,Kochsaftes 
bei dieser Behandlung fiir einen groBen Teil erhalten bleibt. Immerhin 
und dies darf keineswegs auBer acht gelassen werden — geht sowo)} 
aus den Versuchen von Buchner und Haehn', wie aus denen von Har hy 
und Schifferdecker® hervor, daB die Schutzwirkung gegenitiber cer 
Proteolyse, beurteilt nach der Gelatineverdauungsmethode, ebenfalls 
merkbar durch die genannte Erhitzung gelitten hat. Doch war dic 
Aussicht vorhanden, da die zuriickgebliebene antiproteolytische Kraft 
des ,,Kochsaftes** geniigen wiirde, um zwar keinen vollstandigen, aber 
doch immer noch einen betrichtlichen Zymaseschutz wahrend des 
Versuchs auszuiiben. 

Falls man die Beweiskraft der von den genannten Autoren ge. 
aiuBerten Meinung, daB die siebenstiindige Erhitzung die Cozymas 
zerstirt, anzweifeln wollte, verweisen wir auf die ausfiihrliche Unter. 
suchung von Tholin® und diejenige von v. Euler und Myrbdck*, welche 
mit einer ganz anderen Methodik die Thermostabilitat der Cozymase 
studierten und aus deren Ergebnissen ebenfalls deutlich hervorgelit 
daB eine so lange Erhitzung auf 100°C geniigt, um die Cozymase 
vollstandig zu vernichten. 

Auf Grund dieser Tatsachen haben wir unser Antiproteasepraparat, 
das wir im folgenden (nach Buchner und Haehn) hier weiter als ,,.Schutz- 
saft‘‘ bezeichnen werden, immer durch siebenstiindiges Kochen von 
..Kochsaft*’ am RiickfluBkihler hergestellt. Der ,,Kochsaft’ wurd 
dabei erhalten durch Mazerationssaft in einem Reagensglas, welche 
2 bis 3 Minuten in kochendes Wasser untergetaucht und hierauf vom 
Koagulum abfiltriert wurde. Es mu noch bemerkt werden, daf der 
,.Kochsaft*‘ wahrend des Erhitzens am RiickfluBkiihler immer noch 
ein geringes Prazipitat abschied. 

Es seien hier nur die folgenden Versuche angefiihrt. Dabei mut 
bemerkt werden, daB wir den gréBten Teil dieser Versuche schon zu 
gleicher Zeit ynit den im Teil Il, 3 beschriebenen Experimenten an. 
gestellt hatten. 

Versuch I3a. 

Fiir die Einzelheiten vergleiche man im allgemeinen Versuch 13 
AuBer den genannten Zusammenstellungen a), b), ¢) und d) wurden noc! 
zwei Versuche angestellt: 

e) 0,5 cem Filtrationsriickstand, 0,8 cem ,,Schutzsaft‘*, 50 mg Glucose. 

f) 0,5 cem Filtrationsriickstand, 0,7 cem ,,Schutzsaft*‘, 0,2 cem hexose- 
di-phosphorsaures Natrium und 50mg Glucose. 


1 |. c., vgl. Tabelle V. 

2 l.e., vgl. Tabellen VI und XII. 
Th. Tholin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 115, 235, 1921. 
H.v. Euler und K. Myrbdck, ebendaselbst 136, 112, 1924. 
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Genau wie b), c) und d) gab auch e) ein vdllig negatives Resultat. 
Dagegen zeigte f) Garung, die zwar verzégert einsetzte, aber schlieBlich 
loch 6,4cem Kohlensaure lieferte. 


Versuch lf4a. 

Fiir die Einzelheiten vergleiche man im allgemeinen Versuch 14. 
AuBer den genannten Zusammenstellungen a), b), ¢) und d) wurden noch 
drei Versuche angestellt : 

e) 0,5 cem Filtrationsriickstand, 0,8 cem ,,Schutzsaft“, 50 mg Glucose. 

f) Wie e), jedoch mit 0,05 ccm 1°%iger Acetaldehydlésung. 

g) 0,5 cem Filtrationsriickstand, 0,7 cem ,,Schutzsaft**, 0,2 cem hexose- 
di-phosphorsaures Natrium und 50mg Glucose. 

Wie b), ¢) und a) blieben auch e) und f) véllig negativ. Dagegen zeigte g) 
eine zwar schwache und erst spit einsetzende Giarung, welche aber bald 
erloschen war. 

Versuch l5da. 

Fiir die Ejinzelheiten vergleiche man im allgemeinen Versuch 15. 
AuBer den genannten Zusammenstellungen a) und b) wurden noch zwei 
Versuche angestellt: 

ec) 0,5 cem Filtrationsriickstand, 0,8 cem ,,Schutzsaft“, 50 mg Glucose. 

d) 0,5 cem Filtrationsriickstand, 0,7 cem ,,Schutzsaft‘‘, 0,2 cem hexose- 
di-phosphorsaures Natrium und 50mg Glucose. 

Wie b) blieb auch c) véllig negativ. Dagegen zeigte d) eine zwar 
schwache aber nach 6 Stunden schon unverkennbare Garung, welche aber 
nicht kraftig blieb. Im ganzen wurden 0,4cem Kohlenséure erhalten. 


Versuch lIé6a. 

Fiir die Einzelheiten vergleiche man im allgemeinen Versuch 16. 
AuBer den genannten Zusammenstellungen a), b) und c) wurden noch 
vier Versuche angestellt: 

d) 0,5cem Filtrationsriickstand, 0,75cem_ ,,Schutzsaft“, 0,05 cem 
1%ige Acetaldehydlésung und 50mg Glucose. 

e) 0,5 cem Filtrationsriickstand, 0,7 ccm ,,Schutzsaft**, 0,1 cem hexose- 
di-phosphorsaures Natrium und 50 mg Glucose. 

f) Wie e), jedoch mit 0,05cem 1%iger Acetaldehytlésung. 

g) Wie e), nur statt 0,7 cem ,,Schutzsaft‘‘ 0,5cem ,,Schutzsaft*' und 
0,2cem Wasser. 

Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengefaBt. 





Gebildete Kohlensaure in ccm nach 


1 Std 3 Std. 5 Std. 17 Std. 24 Std 40 Std. 


1,8 4.8 58 8,0 8.0 i? 
0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 
0 05 5,2 73 
0,1 1,2 5,2 64 
0 01 40 65 
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Versuch 17. 


Trockenhefe D. 10cem Mazerationssaft wurden sofort mit 5 «: 
Wasser verdiinnt und dann auf ein Kratz-Ultrafeinfilter (Schnell) filtri 
Der Riickstand wurde schlieBlich mit Wasser auf 3,5cem aufgefiillt. V 
diinnung der Begleitstoffe im Filtrationsriickstand 200fach. Dauer < 
Operation 12 Stunden. 


a) 0,5cem Filtrationsriickstand, 0,8 cem ,,Mazerationskochsaft* u 
50 mg Glucose. 

b) 0.5cem Filtrationsriickstand, 0,15cem Phosphatgemisch, 0,4 cc: 
Wasser, 0,2 cem hexose-di-phosphorsaures Natrium, 0,05 cem 1 °jige Acet 
aldehydlésung und 50 mg Glucose. 

ec) 0,5cem Filtrationsriickstand, 0,8cem ,,Schutzsaft und 50 my 
Glucose. 

d) 0,5 cem Filtrationsriickstand, 0,7 ecem ,,Schutzsaft“, 0,1 cem hexose. 
di-phosphorsaures Natrium und 50 mg Glucose. 

e) Wie d), nur wurde auch noch 0,05cem 1° iger Acetaldehyd zu 
gefiigt. Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengefaBt. 





Gebildete Kohlensaure in ccm nach 


24 Std. 40 Std 


1 Std. 4'/> Std. 10 Std. 13 Std. 
a) O1 5,5 6,5 7,2 8,0 81 
b) 0 0 0 0 0 0 
c) | 0 0 0 0 0 0 
d) » 0 0,1 2,0 2,7 4,4 52 
e) 0 0,3 2.0 2,5 3,7 3.5 


Versuch 18. 

Trockenhefe E. 10cem Mazerationssaft wurden sofort mit 5 cen 
Wasser verdiinnt und dann auf ein Kratz-Ultrafeinfilter (Schnell) filtriert 
Der Riickstand wurde schlieBlich mit Wasser auf 4ccm aufgefiillt. Ver 
diinnung der Begleitstoffe im Filtrationsriickstand 110fach. Dauer de: 
Operation 13 Stunden. 

a) 0,5cem_ Filtrationsriickstand, 0,7cem _ ,,Mazerationskochsaft™, 
0,l cem Wasser und 50mg Glucose. 

b) 0,5cem Filtrationsriickstand, 0,15 cem Phosphatgemisch, 0,55 cen 
Wasser, 0,12 cem hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50mg Glucos: 

c) 0,5cem Filtrationsriickstand, 0,8cem_ ,,Schutzsaft‘’ und 50mg 
Glucose. 

d) 0,5cem Filtrationsriickstand, 0,7cem_ ,,Schutzsaft‘‘, 0,12 cen 
hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50 mg Glucose. 

e) 0.3cem_ Filtrationsriickstand, 0,9ccm _ ,,Mazerationskochsaft 
0,lcem Wasser und 50mg Glucose. 

f) 0,3 cem Filtrationsriickstand, 0,15 cem Phosphatgemisch, 0,75 cen 
Wasser, 0,12 ccm hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50mg Glucos: 

gz) 0.3cem Filtrationsriickstand, 1,0cem_ ,,Schutzsaft‘“’ und 50mg 


Glucose. 
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h) 0,3cem_ Filtrationsriickstand, 0,9cem  ,,Scuutzsaft’, 0,12 cem 
exose-di-phosphorsaures Natrium und 50mg Glucose. 
Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengefaBt. 





Gebildete Kohlensaure in com nach 


Std. 1 Std 10 Std. 14! , Std 19 Std. 35 Std. SO Std 
a) + + 8,2 8,5 8.5 8.6 8.6 
b) . 0,8 0,9 0.9 0.9 05 
ce) -_ . 0 0 0 0 0 
d) - 6,1 8,0 8,3 8,7 87 
e) ~~ - 8,2 8.6 8,7 8.8 8.6 
f) . (+) (+) 02 02 01 
gr’ 0 0 0 0 0 
h) - 3.0 4,7 6,1 7,9 78 

Versuch 19. 

Trockenhete E. 10cem Mazerationssaft wurden sofort mit 5cem 


Wasser verdiinnt und dann auf ein Kratz-Ultrafeinfilter (Schnell) filtriert. 
Der Riickstand wurde schlieBlich mit Wasser auf 3.8 ccm aufgefiillt. Ver- 
linnung der Begleitstoffe im Filtrationsriickstand 117fach. Dauer der 
Operation 11,5 Stunden. 

a) 0.5cem_ Filtrationsriickstand, 0,7cem  ,,Mazeratior ochsaft", 
(),lecem Wasser und 50mg Glucose. 

b) 0,5cem Filtrationsriickstand, 0,15 cem Phosphatgem: 0,55 cem 
Wasser, 0,12 ccm hexose-di-phosphorsaures Natrium und 56 mz Glucose. 

c) 0,5cem Filtrationsriickstand, 0,8cem_ ,,Schutzsaft“’ und 50 mg 
Glucose. 

d) 0.,5cem_ Filtrationsriickstand, 0,7cem_ ,,Schutzsaft’, 0,12 cem 
exose-di-phosphorsaures Natrium und 50 mg Glucose. 

Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengefaBt. 





Gebildete Kohlensaure in ccm nach 


2 Std. 12 Std 16!/5 Std. 40 Std. 
a) 5.0 8.8 8.9 9.0 
b) ) 03 03 02 
c) 0 0 0 0 
d) 0 5.0 6.9 83 


Uberblickt man jetzt die sieben vorangehenden Versuche, dann 
nuB an erster Stelle konstatiert werden, daB die Ergebnisse in quali- 
tativer Hinsicht durchaus der aufgestellten Hypothese entsprechen. 
Denn wihrend die Blankoversuche mit ausgewaschener Zymase nach 
Zugabe von Phosphat und von hexose-di-phosphorsaurem Natrium 
der Meyerhofschen Forderung gemaB) voéllig negativ ausgefallen sind, 
seniigt die Zufiigung von ,,Schutzsaft“, d. h. von einer nach allseitiger 
Ansicht cozymasefreien Lésung, um Garung hervorzurufen. Dal diese 
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Girung bei einzelnen Versuchen (l4a und 15a) nur schwach! jst 
und auch bei den weiteren Versuchen an Vollstandigkeit hinter dey 
mit .,Kochsaft** erhaltenen Resultaten éfters noch etwas zuriickste}): 
kann nicht wundern, weil doch, wie oben schon bemerkt, die siebe; 

stiindige Erhitzung zwecks Vernichtung der Cozymase auch die ant 

proteolytische Wirkung des Saftes zwar nicht aufhebt, aber doch 
verringert. Um so bemerkenswerter ist es, da, wie aus den Versuchen |\} 
18 und 19 hervorgeht, der coenzymhaltige Kochsaft sich in diesen 
Fallen praktisch vollstandig durch coenzymfreien ,,Schutzsaft mit 
hexose-di-phosphorsaurem Natrium ersetzen liBt. Der SchluB scheint 
also vollauf berechtigt, daB die Wirkung des von Buchner, Haehn wii 
Schifferdecker als Coenzym angedeuteten Prinzips mit derjenigen des 
hexose-di-phosphorsauren Natriums identisch ist. 

Weiter kann man kaum umhin, zu behaupten, daB die von Me yerho/ 
studierte Cofermentwirkung auf einer Hemmung der proteolytischen 
Zerstérung der Zymase durch die Endotryptase beruht. 

Immerhin mu} anerkannt werden, daB der exakte Nachweis, dat 
mit der Zufiigung von ,,Schutzsaft** keine Cozymase in das Garungs. 
gemisch gebracht wird, fehlt und daB die obigen Versuche auch in der 
Weise interpretiert werden kénnen, da sie eben den Beweis liefern 
daB die Cozymase entgegen der gelaiufigen Ansicht der betreffenden 
Autoren durch die siebenstiindige Erhitzung auf 100°C keineswegs 
volistandig zerstért wird. Zwar mu in diesem Zusammenhang bemerkt 
werden, daB die alleinige Zufiigung von .,Schutzsaft* nicht geniigt. 
um Girung hervorzurufen, wodurch man gezwungen wird anzunehmen 
daB wahrend der ganzen Versuchsdauer (40 Stunden) das Negativbleiben 
dieser Versuchsreihen ganzlich auf ,,.Induktion* zuriickzufiihren ist 
Das wiirde aber heiBen, daB die Bedeutung der Induktionserscheinung 
von gleicher Ordnung sein wiirde wie die der Cozymasewirkung. 


Spater wird in dieser Abhandlung auf diese Betrachtung der Frage 
noch zuriickgekommen. Zuvor wollen wir aber iiber Versuche berichten 
welche wir angestellt haben, um auch den oben angefiihrten Einwand 
gegen unsere Meinung, da wir als erste eine ,.,cozymasefreie’* Garung 
durchgefiihrt hatten, zu entkraften. 


1 Dieses Ergebnis hangt zweifellos zusammen mit dem bei diesen 
beiden Versuchen sehr weit durchgefiihrten Auswaschen, wobei auch infoly 
der lingeren Dauer der Operation die Zymase geschadigt wird und mu 
unter optimalen Bedingungen noch wirksam ist. 

DaB die geringen Mengen Kohlenséure, welche bei diesen Versuche: 
gebildet wurden, nicht nur ohne weiteres auf die Vergéirung des hexos: 
di-phosphorsauren Natriums zuriickzufiihren sind, geht daraus hery 
daB auch die sich negativ verhaltenden Kontrollmischungen ohne ,,Schut7 
saft‘‘ den genannten Ester in gleicher Menge enthielten. 
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Eigene Versuche iiber eine nach den iiblichen Ansichten coenzymfreie Gdrung. 


Wir betrachteten es jetzt als unsere Aufgabe, eine .,Antiprotease** 
wufiigen, welche unverdichtig coenzymfrei war. Anfanglich schien 
diese Aufgabe nicht leicht zu lésen zu sein. Fiir das Erreichen dieses 
Zieles war es zuerst nétig, sich eine nahere Vorstellung von der Natur 
ler antiproteolytisch wirksamen Agentia zu machen. 


Die Literatur tiber die Hemmung proteolytischer Abbauprozesse 
hrte nun, daB schon seit Kiihnes Untersuchungen im Jahre 1866 die 
Meinung ausgesprochen ist, daB die durch Proteolyse aus Eiweibstoffen 
gebildeten Abbauprodukte imstande sind, diesen Vorgang erheblich zu 
hemmen. Eine vollstandige Ubersicht der zahlreichen Untersuchungen 
auf diesem Gebiete kann hier fortfallen, es diirfte zum Verstandnis geniigen, 
etwas mitzuteilen aus der Abhandlung von Weber und Gesenius', in der 
dieser Gegenstand abermals eingehend untersucht worden ist. Die genannten 
Untersucher studierten die Proteolyse von Casein dureh Trypsin und 
Pepsin und fanden, daB die gebildeten Abbauprodukte die Proteolyse 
sehr kraftig hemmen, wenn der Verdauungsfliissigkeit aufs neue frisches 
Casein zugefiigt wird. Es war sogar méglich, auf diese Weise den Abbau 
ganz zuhemmen. Am wichtigsten war, daB, wenn sie Aminosdiure, Dipeptid 
und die Trypsinendlésung in ihrer hemmenden Wirkung verglichen, deutlich 
hervortrat, daB diese mit héherem Molekulargewicht der zugefiigten Sub- 
stanz zunahm. Besonders bei der Spaltung von Casein durch Pepsin wiesen 
sie die Bildung von sehr hochmolekularen Abbauprodukten nach, welche 
nicht mehr hydrolysiert werden konnten und dagegen frisches Casein 
erheblich vor Spaltung schiitzten. 

Obgleich diese Erscheinungen besonders in der genannten Abhandlung 
hervortreten, waren auch schon in der Aalteren Literatur mehrere Hin- 
weise in dieser Richtung zu finden. Es waren diese Tatsachen zu- 
sammen mit unserer Erfahrung, da®B die An- oder Abwesenheit von Coenzym 
in der Zymase sich abhangig zeigte von der angewandten Zymasekonzen- 
tration, welche uns zu untenstehenden Versuchen veranlaBten. 


Es war also in erster Stelle angebracht, der ausgewaschenen Zymase 
EiweiBabbauprodukte als Antiprotease zuzufiigen.  Hierfiir kamen 
natiirlich sehr verschiedene pflanzliche und tierische Extrakte in 
Betracht; die Schwierigkeit war indessen, hierunter solche zu finden, 
welche ohne Zweifel kein Coenzym nach Meyerhof enthielten. Seitdem 
Meyerhof gezeigt hatte, daB verschiedene Extrakte von Muskelgeweben, 
mit seiner Methodik gepriift, Coenzym enthielten, war es ohne 
Sinn, bei unseren Girungen tierische eiweibhaltige Extrakte als 


Antiprotease zuzufiigen. Dann wiirde es doch fraglich bleiben, ob ein 
eventuell positives Resultat den antiproteolytischen Substanzen oder 
der Wirkung eines unbekannten Coenzyms zugeschrieben werden miiBte. 


Hier war nur ein Ausweg vorhanden. Denn nur ein Eiweifpraparat 
wiirde doch mit Sicherheit als coenzymfrei betrachtet werden miissen, 
! 4.H. Weber und H. Gesenius, diese Zeitschr. 187, 410, 1927. 


16 * 
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und zwar ein Zymasepraparat, das nach Meyerho/s eigenen Vorschriften 
coenzymfrei gewaschen war und nach der Methode desselben Autors 
gepriift coenzymfrei befunden war. 

Es kam also darauf an, aus einer mit Sicherheit coenzymfrei gx 
waschenen Zymase einen ,,Schutzsaft** herzustellen. Selbstverstandlich 
war hierfiir die Vernichtung der in dem ausgewaschenen Material 
vorhandenen Endotryptase eine erste Bedingung, und es lag auf der 
Hand, hierfiir dieselbe Methode anzuwenden, wie diese fiir die Be 
reitung von ,,Kochsaft** aus Mazerationssaft tiblich ist, d. h. eine kurze 
Erhitzung auf 100° C. Es lieB sich in unserem Gedankenkreise erwarten 
daB die auf diese Weise erhaltene Fliissigkeit in bezug auf ihre anti. 
proteolytische Wirkung eine mehr oder weniger grofBe Ahnlichkeit mit 
dem .,Kochsaft zeigen wiirde. 

Wir arbeiteten daher zuerst in folgender Weise: 

2ccm Filtrationsriickstand, dessen Coenzymfreiheit zu gleicher Zeit aut 
die iibliche Weise festgestellt wurde, wurden mit 2cem Wasser aufgekocht. 
Hierbei entstand eine milchartige Fliissigkeit, woraus die koagulierten 
Eiweifstoffe nicht abzufiltrieren waren. 

Es wurden mit diesem ,,Schutzsaft‘’ nach dem iiblichen Verfahren 
Garungsgemische hergestellt, deren genaue Zusammensetzung hier nicht 
angefiihrt werden soll, weil die Garungsresultate mit diesem ,,Schutzsaft* 
alle véllig negativ waren. 

Es hatte jedoch unsere Aufmerksamkeit erregt, daB die Koagulation 
der Eiweibkérper so abweichend vor sich gegangen war im Vergleich zu 
der iiblichen Koagulation bei der Bereitung des Kochsaftes aus Maze. 
rationssaft. Zweifellos war die Ursache hiervon in dem ganzlichen Fehlen 
jeglicher Elektrolyte im ausgewaschenen Filtrationsriickstande zu 
suchen. Wir entschlossen uns daher, dem coenzymfrei gewaschenen 
Filtrationsriickstand vor der Erhitzung Phosphatlésung zuzufiigen, 
und zwar in derartigen Mengen, daB die fiir einen Versuch benutzte 
Quantitaét .,Schutzsaft‘‘ genau so viel unseres Phosphatgemisches 
enthielt, als wir bei den Blankoversuchen immer zugaben. Dabei schien 
es uns erwiinscht, den coenzymfreien Filtrationsriickstand fiir die 
, Schutzsaftbereitung auf ein derartiges Volumen zu bringen, dal! 
die Zymasekonzentration wiederum der eines normalen Mazerations 
saftes gleich wurde. 

Wir gingen daher bei allen hierunter folgenden Versuchen fiir 
die Bereitung des ,,coenzymfreien Schutzsaftes‘* wie folgt vor: 

1,0cem des immer auf etwa ein Drittel des Mazerationssaftes kon 
zentrierten Filtrationsriickstandes wurde mit 1,3 cem Wasser und 0,7 ccm 
Phosphatgemisch aufgekocht und das Koagulum, welches jetzt grolie 
Ahnlichkeit mit dem Koagulum eines Mazerationssaftes aufwies, in einen 
diinnen Leinentuch ausgepreBt und die erhaltene Fliissigkeit als ,,Schutz 
saft‘* verwendet. 
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Die hierunter folgenden Ergebnisse beziehen sich auf Versuche mit 
iesem Schutzsaft, welcher als ,,Schutzsaft c.e.f.“* (coenzymfrei) bezeichnet 
rden soll. 
Versuch 20. 


Trockenhefe D. 10cem Mazerationssaft wurden sofort mit 10 cem 
Wasser verdiinnt und dann auf ein Kratz-Ultrafeinfilter (Schnell) filtriert. 
Der Riickstand wurde schlieBlich mit Wasser auf 3,5 ccm aufgefiillt. Ver- 
diinmnung der Begleitstoffe im Filtrationsriickstand 250fach. Dauer der 
Operation 14 Stunden. 

Es wurden nun die folgenden Garungsgemische zusammengestellt: 

a) 0,45cem_ Filtrationsriickstand, 0,7cem_ ,,Mazerationskochsaft“, 
(,lecem Wasser und 50mg Glucose. 

b) 0,45cecem__—‘Filtrationsriickstand, 0,15cem _ ,,Phosphatgemisch“, 
0,leem hexose-di-phosphorsaures Natrium, 0,55ceem Wasser und 50 mg 
Glucose. 

c) 0,5 ccm Fitrationsriickstand, 0.8 cem ,,Schutzsaft c. e. f.‘*, 0,1 cem 
Wasser, 0,05cem 1°%ige Acetaldehydlésung und 50 mg Glucose. 

d) 0,35 cem Filtrationsriickstand, 0,4 cem ,,Schutzsaft c. e. f.“‘, 0,1 cem 
hexose-di-phosphorsaures Natrium und 35 mg Glucose. 

e) 0,45cem Filtrationsriickstand, 0,7cem_ ,,Schutzsaft“, 0,1 cem 
hexose-di-phosphorsaures Natrium, 0,05cem 1 %ige Acetaldehydlésung und 
50mg Glucose. 


Von allen Gemischen kam wiederum 1] cem zur Vergaérung, mit Aus- 


. + . “- 3 . 
nahme von d), wovon 0,6cem vergoren wurden. Um die Ubersicht der 
Tabelle zu erleichtern, sind jedoch die wirklich mit diesem Gemisch er- 
haltenen Gasmengen mit °/, multipliziert. 





Gebildete Kohlensaure in ccm nach 


3 Std 51), Std 19 Std. 


74 
0 
0 
4.8 
44 


Versuch 21. 


Trockenhefe D. 10ccm Mazerationssaft wurden auf ein KAratz-Ultra- 
feinfilter (Schnell) filtriert. Der Riickstand wurde schlieBlich mit Wasser 
auf 3,5cem aufgefiillt. Verdiinnung der Begleitstoffe im Filtrationsriickstand 
300fach. Dauer der Operation 16 Stunden. 


Fiir die Bereitung des coenzymfreien ,,Schutzsaftes‘’ wurden 1,5 cem 
des genannten Riickstandes mit 1,9cem Wasser und 1,l cem ,,Phosphat- 


gemisch* aufgekocht und das Koagulum in der bekannten Weise ausgepreBbt. 
Es wurden die folgenden Garungsgemische zusammengestellt: 


a) 0,.45ceem _ Filtrationsriickstand, 0,7cem _ ,,Mazerationskochsaft", 
0,lcem Wasser und 50mg Glucose. 
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b) 0,45cem Filtrationsriickstand, 0,15 cem Phosphatgemisch, 0,1 « 
hexose-di-phosphorsaures Natrium, 0,5 cem Wasser, 0,05 cem 1 °%,ige Ace: 
aldehydlésung und 50 mg Glucose. 

c) 0,45 cem Filtrationsriickstand, 0,7 cem ,,Schutzsaft c. e. f.“°, O01 «8 
hexose-di-phosphorsaures Natrium, 0,05cem 1 °,ige Acetaldehydlésung uw 
50 mg Glucose. 


Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengefaBt : 





Gebildete Kohlensaure in ccm nach 


4 Std. 5 Std. 6 Std. 


0 0,7 2.5 3,6 
0 0 0 0 
1,6 2.9 3,4 3.8 
Versuch 22. 

Trockenhefe E. 10cem Mazerationssaft wurden sofort mit 5 cc) 
Wasser verdiinnt und dann auf ein Kratz-Ultrafeinfilter (Schnell) filtriert 
Der Riickstand wurde schlieBlich mit Wasser auf 3,5 ccm aufgefiillt. Ver 
diinnung der Begleitstoffe im Filtrationsriickstand 114fach. 
Operation 13 Stunden. 

a) 0,45cem_ Filtrationsriickstand, 0,7 cem 
0,lcem Wasser und 50mg Glucose. 

b) 0,45 cem Filtrationsriickstand, 0,15 cem Phosphatgemisch, 0,55 cem 
Wasser, 0,1 cem hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50mg _ Glucose 

c) 0,45ceem Filtrationsriickstand, 0,75cem .,Schutzsaft c. 
0,05cem 1% ige Acetaldehydlésung und 50 mg Glucose. 

d) 0,45 cem Filtrationsriickstand, 0,7 cem ,,Schutzsaft c. e. f. 
hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50 mg Glucose. 

Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengefaBt. 


Dauer der 


,.Mazerationskochsaft 





Gebildete Kohlensaure in ccm nach 
1!), Std 10 Std. 25 Std 48 Std 


44 9.0 91 
0 0 0 
0 0 0 
1.1 7.5 8.5 


Versuch 23. 

Trockenhefe E. 10 ccm Mazerationssaft wurden sofort mit 5ec 
Wasser verdiinnt und dann auf ein Kratz-Ultrafeinfilter (Schnell) filtriert 
Der Riickstand wurde schlieBlich mit Wasser auf 4,0 ccm aufgefiillt. Ver 
diimnung der Begleitstoffe im Filtrationsriickstand 120fach. 
Operation 11,5 Stunden. 

a) 0,4cem_Filtrationsriickstand, 0,7cem  .,Mazeratienskochsaft 
0,1 cem Wasser und 50 mg Glucose. 

b) 0,4cem Filtrationsriickstand, 0,15cem Phosphatgemisch, 0,5 cc 
Wasser, 0,1 cem hexose-di-phosphorsaures Natrium, 0,05 cem 1%ige Acet 
aldehydlésung und 50 mg Glucose. 


Dauer der 


c) 0.4 ccm Filtrationsriickstand, 0,75 cem ,,Schutzsaft c. e. f.°*, 0.05 c« 
1% ige Acetaldehydlésung und 50 mg Glucose. 
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d) 0,4 cem Filtrationsriickstand, 0,7 cem ,,Schutzsaft c. e. f.°°, 0,1 cem 
xose-di-phosphorsaures Natrium und 50mg Glucose. 

e) 0,4 + 0,23cem Filtrationsriickstand, 0,15¢em Phosphatgemisch, 

0,.32cem Wasser, 0,1 cem hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50 mg 


(-hieose. 


Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengefabt. 





Gebildete Kohlensaure in ccm nach 


I1'/y Std. 16 Std. 20 Std. 35 Std 


9.6 9,7 9,8 
02 02 02 
0 0 0 

5.1 6.0 6.8 
0.5 0.5 0,5 


Versuch 24. 

Trockenhefe E. l0cem Mazerationssaft wurden sofort mit 5cem 
Wasser verdiinnt und dann auf ein Kratz-Ultrafeinfilter (Schnell) filtriert. 
Der Riickstand wurde schlieBlich mit Wasser auf 3,5 ccm aufgefiillt. Zu 
gleicher Zeit wurden abermals 10cem Mazerationssaft in der gleichen Weise 
behandelt, wobei schlieBlich auf 4,2cem aufgefiillt wurde. Die beiden 
Riickstéande wurden gemischt. Die Verdiinnung der Begleitstoffe im 
Filtrationsriickstand war in beiden Fallen 120fach. Dauer der Operation 
13 Stunden. 

a) 0,.45ceem_ Filtrationsriickstand, 0,7ccm_ ,,Mazerationskochsaft*‘, 
0,.l ecem Wasser und 50mg Glucose. 

b) 0,45 cem Filtrationsriickstand, 0,15 cem Phosphatgemisch, 0,55 cem 
Wasser, 0,1 cem hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50mg Glucose. 

ce) 0,22 cem Filtrationsriickstand, 0,37cem ,,Schutzsaft c. e. f.", 
0,03 cem 1°%ige Acetaldehydlésung und 25 mg Glucose. 

d) 0,45 cem Filtrationsriickstand, 0,7 cem ,,Schutzsaft c. e. f.°*, 0,1 cem 
hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50mg Glucose. 

e) 0.45 + 0,24cem Filtrationsrii¢ékstand, 0,16cem Phosphatgem/sch, 
0.3cem Wasser, 0,1 cem hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50mg 
Glueose. 

f) 0.9cem Filtrationsriickstand, 0,16 cem Phosphatgemisch, 0,1 cem 
Wasser, 0,1 cem hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50mg Glucose. 

g) Genau wie d), nur wurde anstatt des Candiolin-Natriums ein reines 
Praparat von hexose-di-phosphorsaurem Natrium benutzt. 

Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengefaBt. 





Gebildete Kohlensaure in com nach 


11 Std. 17 Std. 


2 
0 
0 
4,1 
0 
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Versuch 25. 

Trockenhefe E. 10cem Mazerationssaft wurden sofort mit 
Wasser verdiinnt und dann auf ein Kratz-Ultrafeinfilter (Schnell) filtrier! 
Der Riickstand wurde schlieBlich mit Wasser auf 3,5 ccm aufgefiillt. Ver. 
diinnung der Begleitstoffe im Filtrationsriickstand 120fach. Dauer « 
Operation 13 Stunden. 

a) 0,45cem_«—Filtrationsriickstand, 0.7 cem —,,Mazerationskochsaft* 
0,l cem Wasser und 50mg Glucose. 

b) 0,45 cem Filtrationsriickstand, 0,15 cem Phosphatgemisch, 0,55 ecm 
Wasser, 0,1 cem hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50mg Glucose. 

c) 0,45 cem Filtrationsriickstand, 0,7 cem ,,Schutzsaft c. e. f.“‘, 0,1 cen 
hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50mg Glucose. 

Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengefaBt. 





Gebildete Kohlensaure in com nach 
11] Std 131) Std. 20 Std. 
8.6 95 


/ 0 0 
0,4 5,7 6.4 7.6 


5. SchluBfolgerungen. 
Wenn wir die vorangehenden Versuche 20 bis 25 iiberblicken, so 
darf festgestellt werden, dab dieselben unseren Erwartungen vollig 


entsprechen. Wir sehen, daf es méglich ist, eine coenzymfrei gewaschene 
Zymase durch einfache Erhitzung einer phosphathaltigen Lésung 
wihrend kurzer Zeit auf 100°C in eine Fliissigkeit umzuwandeln 
welche, wenn man sich auf den Standpunkt der Meyerhofschen Coenzym 
ansicht stellt, zweifellos als coenzymhaltig betrachtet werden mut 
Kurz zusammengefaBt kann man also unsere Ergebnisse wie folgt 
wiedergeben: 


Durch Aufkochen einer coenzymfreien Zymaselisung wird Coenzym 
(nach Meyerhof) gebildet. 

Es sei hier den Versuchen 24, d), e) und f) besondere Aufmerksam 
keit gewidmet. Hier tritt eine sehr merkwiirdige Erscheinung hervor 

In e) ist genau soviel Filtrationsriickstand zugefiigt wie in d 
jedoch ist dieser bei d) zum Teil aufgekocht, wahrend bei e) alles 
in ,,lebendem** Zustande anwesend ist. 

Wir sehen nun, daf gerade d) in Garung gerat, wahrend e 
und sogar f), wo im Gemisch noch mehr nichtaufgekochte Zymase 
anwesend ist, véllig negativ bleiben. Dies bedeutet also, daB es fi 
eine richtige Funktionierung des Zymasesystems erforderlich ist, da! 
der eine Teil hiervon geopfert wird, damit der andere Teil vor cer 
zerstérenden Wirkung der Endotryptase geschiitzt wird. 
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Diese iiberraschenden Resultate sind nun durchaus unvereinbar 
mit der tiiblichen Auffassung des Coenzyms als einer Substanz mit ganz 
bestimmter chemischer Konstitution, welche sich durch Ultrafiltration 
oder Dialyse von der Zymase abtrennen laBt. Und wenn wir auch 
eingestehen miissen, daf auch unsere Versuche die genaue Natur des 
Meyerhof{schen Coenzyms nicht aufklaren, so sprechen doch unsere Ver- 
suche in Zusammenhang mit den alteren Me yerhofschen Beobachtiingen 
am starksten dafiir, daB die Rolle des Coenzyms nur auf einer un- 
spezifischen Hemmung des Endotryptase-Z ymasesystems beruht. 

Von diesem Gesichtspunkte aus sind auch die Ergebnisse Me yerho/s 
liber die Extraktion des Coenzyms aus tierischen Geweben, insbesondere 
aus Muskel, durchaus verstandlich'. Meyerhof berichtet namlich, dab 
es fiir eine reichliche Extraktion des Coenzyms aus den genannten 
Materialien notwendig ist, dieselbe mit kochendem Wasser vorzunehmen. 
Es unterliegt keinem Zweifel, daB dadurch ein Extrakt erhalten wird, 
der viel reicher an léslichen EiweiBkérpern oder hochmolekularen Eiweib- 
abbauprodukten ist als ein auf kaltem Wege bereiteter Extrakt. Ein 
derartiger Extrakt wird auBerdem neben den Eiweiisubstanzen immer 
noch gewisse Mengen der proteolytisch wirksamen Agentia des Gewebes 
enthalten, und wenn man dies beriicksichtigt, wird auch die merkwiirdige 
unerklarte Beobachtung Meyerhofs verstandlich, daB ein kalt be- 
reiteter Extrakt, welcher sich bei der Untersuchung praktisch coenzym- 
frei zeigte, nachdem er fiir sich aufgekocht wurde, immer noch eine 
deutliche wenn auch schwache Coenzymwirkung entfaltete. Man kann 
dann auch in diesem Versuche Meyerhofs gewissermaBen ein Analogon 
sehen fiir die von uns durch Aufkochen der coenzymfreien Zymase 
erhaltenen Resultate, mit dem Unterschiede jedoch, daB wir mit einem 
Material arbeiteten, welches bei strenger Kontrolle coenzymfrei be- 
funden war, wahrend unsere Resultate auch in quantitativer Hinsicht 
diejenigen Meyerhofs weit iibertreffen. Auch seine Versuche iiber das 
Vorkommen eines Hemmungskérpers im Ultrafiltrationsriickstande eines 
kalt bereiteten Gewebeextraktes und seine allgemeinen Betrachtungen 
iiber die Natur und die Eigenschaften der Hemmungskérper sind in 
bester Ubereinstimmung mit unserer Ansicht, daB es sich dabei um 
tryptisch wirksame Agentien handelt. 

Wir wollen hier jedoch nachdriicklich feststellen, daB wir die 
Auffassung vom Coenzym als Antiprotease nur fiir das von Meyerhof 
studierte Prinzip geben wollen. Und es sei dann auch sofort bemerkt, 
daB schon Meyerhof selber einen Unterschied zwischen den Eigen- 
schaften seines Prinzips und demijenigen friiherer Untersucher fest 
gestellt hat. 
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So gibt er an, daB sein Prinzip leichter mit Bleisalzen gefallt wir: 
als dies hervorginge aus den Daten von Harden und Young. Uberdics 
zeigt er, daB sein Coenzym nicht leicht durch das Ultrafilter hindurc}- 
geht, auch nicht wenn er Kochsaft anwendet. Es scheint, als ob gerac) 
die héheren Molekiilkomplexe das meiste Coenzym enthalten. Unseres 
Erachtens ist also Meyerhofs Coenzym mit dem der tibrigen Unter. 
sucher nicht identisch. 

Wahrend auf die Bedeutung dieser Ergebnisse fiir unsere Einsich: 
in das Coenzymproblem noch naher zuriickgekommen wird, wollen 
wir hier noch einige andere Folgerungen besprechen, welche sich den 
oben erwahnten Versuchen entnehmen lassen. Wir sehen namlich aus 
den Versuchen 20d), 22d), 23e), 24d) und 25e), dab nebst der Zu- 
fiigung von .,Schutzsaft coenzymfrei* die alleinige Zufiigung von 
Hexose-di-phosphatnatrium geniigt, um Garung hervorzurufen. 

Es ist also nicht nétig, daneben noch Acetaldehyd als einleitenden 
Wasserstoffakzeptor zuzufiigen. Da das weit fortgesetzte Auswaschen 
alle als Akzeptor wirksamen Substanzen zweifelsohne entfernt, liegt 
es auf der Hand anzunehmen, dab Hexose-di-phosphat nebst seiner 
Funktion als Katalysator bei der Phosphorylierung auch als Wasserstoff. 
akzeptor wirksam sein kann. 

Dies kann nicht den méglichen Verunreinigungen des .,Candiolin 
Natriums* zugeschrieben werden, denn Versuch 24g) zeigt, daB auch 
ein gereinigtes Hexose-di-phosphat-praparat ein ahnliches Resultat gibt 

Diese Funktion des Hexose-di-phosphats als Wasserstoffakzeptor 
hingt nicht unwahrscheinlich zusammen mit der Anwesenheit einer 
Ketogruppe, welche durch die Gegenwart einer Phosphatgruppe am 
nichsten C-Atom fiir Hydrieruig leicht zuginglich geworden ist. 

Hierbei sei noch bemerkt, dab extra Zufiigung von Acetaldehyd 
neben dem Hexose-di-phosphat die Garung wohl etwas friiher ein 
setzen lat [Versuch 20 e)], doch daB in diesem Falle, wie schon friiher 
bemerkt wurde, die gesamte Kohlensiuremenge etwas geringer wird 

SchlieBlich wollen wir noch iiber einen Versuch berichten, welchen 
wir anstellten, um nachzupriifen, ob vielleicht das Lagern des konzen 
trierten, ausgewaschenen Mazerationssaftes eine gréBere Ausbeute 
an antiproteolytisch wirksamen Zymasespaltungsprodukten geben wiirc: 

Aus den vorangehenden Versuchen muBte jedoch geschlossen werden 
daB auf dem Ultrafilter neben der eigentlichen Zymase auch noc! 
Abbauprodukte anwesend waren, die eben nicht den Filter passieren 
konnten. Diese Substanzen bleiben dann beim Aufkochen mit Phosphat 
lésung gelist und hemmen nachher bei der Hinzufiigung zu der aus 
gewaschenen Zymase. wahrscheinlich durch Beschlagnahme von einem 
Teil der Endotryptase, die Proteolyse der Zymase. 





mit & 
Spalt 
lh ebe 


Amin 
des Pp 
I 


1 
ultraf| 
Der F 
V 
ausge’ 
H 
Menge 
Riicks 
10 Stu 
gemac 
wieder 
D 
Zymas 
gemis¢ 
0, 
0.1 cer 
D 


I 
Il 
Ill 


W 
gewasc 
wahrer 
Aufbev 


Coenzym der alkoholischen Garung. 


In diesem Gedankenkreise war es also anzunehmen, dab eine mit 
Vorsicht fortgesetzte Proteolyse des ausgewaschenen Riickstandes 
eine Vermehrung der antiproteolytisch wirksamen Spaltprodukte 
mit sich bringen wiirde. Aber andererseits war zu befiirchten, daB die 


Spaltung zu weit fortschreiten wiirde, wobei an die Ergebnisse von 


Weber und Gesenius erinnert sei. 

Nach Dernby jedoch sind in der Hefe drei verschiedenartige Pro- 
teasen wirksam: 

1. Pepsin, welches die EiweiSstoffe in Peptone spaltet. 

2. Trypsin, welches das Pepton weiter abbaut. 

3. Erepsin, welches die Peptide in Aminosauren spaltet. 

Es ist also zu erwarten, daB bei totaler Verdauung bis auf die 
Aminosauren wenig Schutzwirkung gegen den proteolytischen Angriff 
des primaren Zymasekomplexes zuriickbleiben wird. 


Hierauf bezieht sich der folgende Versuch. 


Versuch 26. 

Trockenhefe E. 10 ccm Mazerationssaft wurden in der iiblichen Weise 
ultrafiltriert und gewaschen, bis die Begleitstoffe 120fach verdiinnt waren. 
Der Riickstand wurde mit Wasser auf 4,0 ccm aufgefiillt. 

Wir iiberzeugten uns durch eine Kontrolle, da8 wirklich geniigend 
ausgewaschen war. 

Hiernach wurde sogleich in der angegebenen Weise aus einer bestimmten 
Menge des Saftes ,,Schutzsaft coenzymfrei dargestellt (1). Der Rest des 
Riickstandes wurde nun bei niedriger Temperatur aufbewahrt. Nach 
10 Stunden wurde von einem Teile wieder ,,Schutzsaft coenzymfrei* (II) 
gemacht und diese Operation schlieBlich nach 20 Stunden noch einmal 
wiederholt (IIT). 

Diese Schutzsaéfte wurden nun jeder fiir sich zu der ausgewaschenen 
Zymase von Versuch 25 zugefiigt. Die Zusammenstellungen der Garungs- 
gemische waren: 

0,45ceem_ Filtrationsriickstand, 0,7¢cem_ ,,Schutzsaft coenzymfrei‘’, 
0,l eem hexose-di-phosphorsaures Natrium und 50mg Glucose. 


Die Resultate waren: 





Gebildete Kohlensaure in com nach 


11 Std. 134/, Std. 20 Std 48 Std. 


3. 3,2 24 
lI (+) . : 4.6 41 
Il (+) 3.2 3,6 3,6 3.2 


Wir sehen also ganz deutlich, daB langeres Aufbewahren des aus- 
gewaschenen Zymaseriickstandes das Auftreten der Schutzstoffe begiinstigt, 
wihrend es andererseits in der Tat wahrscheinlich ist, daB ein zu langes 
Aufbewahren wiederum einen Riickgang in dieser Hinsicht zur Folge hat. 
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Anhang. eintré 


Wir wollen den experimentellen Teil dieser Abhandlung nicht ab.) noch 
schlieBen, ohne darauf hinzuweisen, daB die ausfiihrlichen Studien v. Eulen FH Garw 
und seiner Mitarbeiter iiber das Coenzym hier ganzlich auBer Betrach: F 
gelassen sind. Wahrend die Ergebnisse aller anderen Untersucher, wi 
ausfiihrlich auseinandergesetzt worden ist, sich vorziiglich mit den gegebenen FF 
Anschauungen in Ubereinstimmung bringen lassen, gilt dies nicht mebr j Resul 

t 
' 


: 
Strach 


schuel 


fiir die Resultate der schwedischen Forscher. 
Mit der Aufklarung der diesbeziiglichen Verhaltnisse ist ein Anfang 
gemacht worden. Raummangel verbietet uns, an dieser Stelle auf di 


(yarul 


vorlaufigen Ergebnisse in dieser Richtung einzugehen. Man vergleicly wirku 
hierzu die Dissertation A. P. Struyks, 8. 209 bis 234. Nur sei bemerkt | phanc 
daB die Tatsache, da® v. Euler immer mit Trockenhefe arbeitet, wahrend dal d 
wir nur Mazerationssaft anwendeten, in erster Linie verantwortlich ist fir der G 
die augenscheinliche Unvereinbarkeit der gegenseitigen Versuchsergebnisse. daB d 
gleich 

IV. Teil. Die gewonnene Einsicht in das Coenzymproblem. Induk 


In diesem Abschnitt soll jetzt versucht werden, die im vorher. Ff gehob 
gehenden erhaltenen Resultate zusammenzufassen und kurz mit. Nicht 
zuteilen, wie unsere Einsicht in das Coenzymproblem durch die auf. — Zyma: 
einander folgenden Versuche, in engem AnschluB8 an die betreffende F) wenn 
Literatur, allmahlich entstanden ist. keine 

















An erster Stelle sei daran erinnert, daB der Ausgangspunkt unserer W 
Untersuchung die gewonnene Einsicht in den Chemismus der Zucker. § (i-pho 


ifiigung 
)Garfal 


} H 


vergarung war. Diese sollte es nimlich erméglichen, die geheimnisvol| 
Wirkung des Coenzyms zu verstehen oder diese jedenfalls in einen 
logischen Zusammenhang mit den auftretenden Reaktionen bzw. mit 


den dabei wirksamen Katalysatoren zu sehen. Wir sind dabei von demfida8 
von uns aufgestellten Reaktionsschema ausgegangen, in welchem der} Wirkw 
ProzeB der alkoholischen Girung auf katalytische Reaktionen zweierle Ff Vie sp 
Art zuriickgefiihrt wird: niamlich auf die Phosphorylierung und di Al 
darauf folgenden Oxydoreduktionen. welche 

Eine Betrachtung des diesbeziiglichen Schemas fiihrte nun sogleich Feewase 
zu der logischen Annahme, da die alkoholische Garung fiir ihr Eintreten F/phosph 
auBer den beiden Katalysatoren noch einen einleitenden Wasserstof! Be 
akzeptor fiir die anfingliche Dehydrierung des Methylglyoxals fordert Fidas let 
Die Méglichkeit lag also auf der Hand, daB das geheimnisvolle Coenzyn ff Hinzuf 
mit dem unentbehrlichen einleitenden Akzeptor identisch sein wiirde fF Je 
Eine experimentelle Priifung dieser Ansicht war um so mehr angebrac)t J/phanon 
als einige Ergebnisse von Newberg sowie von Harden und Young — Fr. fphosph 
gebnisse, welche inzwischen von anderer Seite wieder bestritten worden F M 
waren in dieselbe Richtung deuteten. “Autoka 

Bei den ersten Versuchen gelang es uns nun in der Tat, durch Zu-Fidamals 
fiigung von Acetaldehyd zu_ultrafiltrierter, maBig ausgewaschener Palkohol 
Zymase eine Girung hervorzurufen, welche ohne Acetaldehyd nicht Paufmer' 
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eintrat. Dies gelang jedoch nicht immer. Oft wurde auch in dem Falle 
‘noch ein negatives Ergebnis erreicht, wahrend jedoch eine vorziigliche 
}Gairung eintrat nach Zufiigung des Ultrafiltrates. Eine nahere Be- 
ltrachtung der Meyerhofschen Untersuchungen auf diesem Gebiete 
‘schien uns nun einen Einblick in diese augenscheinlich unerklarlichen 
}Resultate zu erméglichen. Meyerhof kommt das grobe Verdienst zu, 
‘als erster auf die Bedeutung des Hexose-di-phosphats fiir die zellfreie 
| Garung hingewiesen zu haben. Er konnte zeigen, dab die Coenzym- 
wirkung von dem schon friiher von Lebedew entdeckten Induktions. 
phinomen durchkreuzt wurde. Meyerhof wies nimlich darauf hin, 
das die Induktion, welche anfanglich nur als Verzégerung im Eintreten 
der Garung betrachtet war, in dem Mabe gesteigert auftreten konnte, 
da der daraus hervorgehende Effekt dem des Mangels an Coenzym 
gleich kam. Aber zugleich wurde von ihm angegeben, dal} eine eventuelle 
Induktion durch Zufiigung von Hexose-di-phosphat vollstandig auf- 
gehoben werden konnte. Hieraus ]aBt sich also schlieBen, dab man bei 
Nichteintreten einer Garung bei Benutzung eines ausgewaschenen 
Zymasepraparates nur dann auf Mangel an Coenzym schlieben darf, 
‘wenn die Hinzufiigung von Hexose-di-phosphat in dieser Situation 
‘keine Anderung hervorbringt. 

Wenn wir nun zu der wie vorher ausgewaschenen Zymase Hexose- 
di-phosphat zufiigten, kehrte auch in den Fallen, in welchen die Hinzu- 
‘fiigung von Acetaldehyd fiir sich ein negatives Resultat ergab, die 
| Garfahigkeit immer zuriick. 

Hieraus mub also einerseits die SchluBfolgerung gezogen werden, 
daB dem Hexose-di-phosphat auGBer seiner induktionsaufhebenden 
Wirkung auch die eines einleitenden Wasserstoffakzeptors zukommt 
Die spaiteren Resultate bestatigten dies vollkommen. 

Andererseits miissen wir also schlieBen, daB in den Fallen, in 
welchen Acetaldehyd noch imstande ist, die Garfahigkeit der aus- 
ewaschenen Zymase wiederherzustellen, noch geniigend Hexose-di- 
phosphat zuriickgeblieben ist, um einer Induktion vorzubeugen 

Bei einem intensiveren Auswaschen verschwindet jedoch auch 
das letztgenannte Produkt, und von diesem Augenblicke an ist die 
‘Hinzufiigung von Hexose-di-phosphat unentbehrlich. 

Jetzt macht sich aber die Frage geltend, worauf das Induktions- 
phinomen und die induktionsaufhebende Wirkung des Hexose-di- 


phosphats beruhen. 


Meyerhof neigte dazu, dem Hexose-di-phosphat die Rolle eines 
Autokatalysators zuzuschreiben. Dies erklart sich daraus, dal er 


‘damals diese Verbindung als ein normales Zwischenprodukt der 
alkoholischen Garung betrachtete. Doch war auch er schon darauf 


aufmerksam geworden, dai diese Erklarung nicht in allen Einzelheiten 
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mit dem beobachteten Verlauf der Garung in Ubereinstimmung wa; 
Wohl konnte er zeigen, dab das Hexose-di-phosphat selbst, und nic! 
seine Spaltungsprodukte die Wirkung ausiiben; es ist also nicht ei) 
labile Modifikation der Hexose, deren Vergirung die des iibrigen 
wesenden Zuckers auf unerklirte Weise mitschleppt. 

Es wird ohne weiteres einleuchten, da eine nahere Vorstellunys. 
weise des Induktionsphinomens ganz von der Einsicht, welche als cic 
einleitende Reaktion des Garungsprozesses betrachtet werden mul) 
abhangig ist. In dieser Beziehung sei daran erinnert, daB v. Euler und 
seine Mitarbeiter der Ansicht sind, daB die erste Umgestaltung des 
Zuckermolekiils eine Dismutation ist, wobei die eine Halfte der Zucke: 
molekiile einer Aktivierung anheimfallt, wodurch die Phosphorylierung 
der anderen Hilfte erst erméglicht wird. 

An anderer Stelle! sind die Einwendungen gegen diese Auffassung 
auseinandergesetzt. Daselbst sind auch die Argumente vorgebracht 
welche die Auffassung, da} die erste Reaktion zwischen einem normalen 
Hexosemolekiil und einem durch Adsorption am Katalysator aktivierten 
Phosphatmolekiil verlauft, stiitzen. 

Eine kraftige Stiitze fiir die Auffassung, daB tatsachlich an erster 
Stelle der Einflu8 des Katalysators auf das Phosphatmolekiil, und 
nicht derjenige auf das Hexosemolekiil fiir das Eintreten der Veresterung 
maBgebend ist, findet sich nun in der Tatsache, daB nicht nur Hexose- 
di-phosphat, sondern auch Robisons sowie Neubergs Hexose-mono- 
phosphat imstande sind, die Induktion aufzuheben®. Denn diese drei 
Ester enthalten neben der Phosphatgruppe, welche fiir alle die gleiche 
ist, sehr verschiedenartige Kohlehydratreste. 

Das primiir Notwendige fiir das Eintreten der Garung mu8 also 
eine Adsorption der Phosphatmolekiile an der Oberflache des phos 
phorylierenden Agens sein. Es hat nun an und fiir sich nichts Un 
wahrscheinliches, da normale Phosphatmolekiile nicht adsorbiert 
werden, wiihrend dies wohl stattfindet, wenn die Phosphatgruppe als 
phosphorsaurer Ester, d.h. als Teilstiick eines polarisierten Molekiils 
anwesend ist. Ein solcher Ester wird nun zur Entstehung einer ad- 
sorbierten, d.h. aktivierten Phosphatgruppe, welche sich aufs neue 
mit einem normalen Hexosemolekiil verbinden kann, veranlassen, weil 
der Kohlehydratteil des Molekiils unter diesen Bedingungen von dem 
oxydoreduzierenden Agens verarbeitet wird. 

Diese Vorstellung mu jedoch unvollstandig sein. Denn eine 
zellfreie Girung, welche durch das Vorhandensein eines Phosphorsaure 


! Man vergleiche den I. Teil der Dissertation A. P. Struyks. 
2 Diese Folgerung beruht teilweise auf eigenen, nicht erwahnten Ver 
suchen, teilweise auf denjenigen Paul Mayers, diese Zeitschr. 186, 313, 1927 
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esters eingeleitet wird, ist charakterisiert durch das Verschwinden 
der in der Fliissigkeit anwesenden freien Phosphatmolekiile. Dies 
kann nur dadurch erklirt werden. dafS man annimmt, dab die Be- 
schlagnahme eines Teils der Katalysatoroberfliche von den polaren 
Hexosephosphatmolekiilen eine Polarisation des tibrigen Teiles dieser 
Oberfliche mit sich bringt. Dadurch kénnen jetzt auch die freien 
Phosphatgruppen adsorbiert werden. Ein Analogon fiir diese Er- 
scheinung wire vielleicht in der scheinbar autokatalytisch vor sich 
gehenden Koagulation kolloider Lésungen unter dem EinfluB von 
Elektrolyten zu finden?. 

Wiewohl der hypothetische Charakter dieser Vorstellungen vollig 
zugegeben wird, so scheinen sie doch geeignet, einigermaben verstandlich 
za machen. weshalb bei ganzlichem Mangel an Phosphorsiureester 
eine unbeschrankt fortdauernde Induktion eintritt. aber zugleich, 
weshalb Hexose-di-phosphat diese Induktion beseitigen kann. Die 
Meyerho{schen Beobachtungen konnten auch in der Hinsicht voll- 
stiindig bestatigt werden, daB bei sehr intensivem Auswaschen der 
Zymase ein Praparat erhalten werden kann, das ebensowenig von Acet- 
aldehyd wie von Hexose-di-phosphat, wie auch von einem Gemisch 
beider reaktiviert werden kann, wihrend dies mit Kochsaft wohl er- 
reicht wird. 

Wir miissen also schlieBen, da} auber den beiden genannten 
Prinzipien noch ein drittes vorhanden ist, welches fiir das Eintreten 
der Garung unentbehrlich ist. Dieses dritte Prinzip, das eigentliche 
Coenzym im Sinne Meyerhofs. dessen Wirkung also ganzlich unaufgeklart 
war und fiir welches unsereni Schema kein logischer Grund zu ent- 
nehmen war, wiirde sich dann im Kochsafte vorfinden. 

In diesem Punkte zogen nun die ausgebreiteten Untersuchungen 
Buchners und seiner Mitarbeiter Klatle und Haehn iiber das Coenzym 
msere Aufmerksamkeit auf sich. 

Eine nahere Betrachtung ihrer Publikationen machte es an erster 
Stelle sehr wahrscheinlich, daB das von ihnen als Coenzym angedeutete 
Prinzip sich identifizieren lie} mit dem Hexose-di-phosphat oder mit 
inem ahnlichen Phosphorsiureester. Dies war darum nicht aus- 
geschlossen, weil Meyerhof seine diesbeziiglichen Experimente erst 
‘Jahre spiiter ausgefiihrt hat. Diese Auffassung wurde nun weiter 
gestiitzt durch die Uberlegungen, daB das Coenzym der genannten 
Untersucher durch lipolytische, d.h. esterspaltende Enzyme ver- 
nichtet wurde und da® andererseits beim Kochen des Kochsaftes 
wihrend 7 Stunden die Coenzymwirkung vollig verschwunden war 


1 Man vergleiche FE. K. Rideal, Introduction to Surface Chemistry, 
Cambridge 1926, S. 278. 
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Beide Eigenschaften kénnten doch auch dem _ hexosephosphor- 
sauren Ester zugeschrieben werden. Wahrend es leicht verstandlich 
ist, da Buchner (1.c.) auch auf Grund negativer Ergebnisse mit Glycerin. 
phosphat nur beschrankt die Vermutung aussprach, dal} ihr Coenzym 
ein organischer Phosphorsaureester sei, muB es wundern, daB Hachy 
und Schifferdecker, die 5 Jahre nach den Meyerhofschen Untersuchungen 
eine umfangreiche Arbeit auf diesem Gebiete publizierten, keine 
Veranlassung gefunden haben, diese Méglichkeit naher zu priifen 

Hier sei nun sofort bemerkt, daB es uns gelungen ist, in einem durch 
7stiindiges Kochen vom Buchnerschen Coenzym befreiten Kochsaft 
durch Zufiigung einer geringen Menge Hexose-di-phosphat die ver 
schwundene Coenzymwirkung wieder zu regenerieren. Hiermit war 
also die Identitét vom Buchnerschen Coenzym mit Hexose-di-phosphat 
dargetan. 

Aber die Untersuchungen von Buchner, Haehn u.a. lieferten 
auBerdem noch einen ganz neuen Gesichtspunkt, und zwar einen solchen 
der geeignet war einen Einblick zu geben in den Teil der Meyerho/- 
schen Versuchsergebnisse, welcher noch der Aufklarung harrte. 

Buchner und seiner Schule gebiihrt doch das grobe Verdienst 
ein helles Licht geworfen zu haben auf die wichtige Rolle des prote 
olytischen Enzyms, der sogenannten Endotryptase, bei der alkoholischen 
Garung. 

Zinerseits hatten die genannten Untersuchungen deutlich hervor- 
gebracht, daB die Zymase nach ihrer Isolierung aus der lebenden 
Zelle immer einer vernichtenden Wirkung der Endotryptase ausgesetzt 
ist. Andererseits zeigten diese Untersuchungen, dai} ein grober Teil 
des giinstigen EinflyBes einer Hinzufiigung von Kochsaft zu einer zell- 
freien Garung einer Hemmung der Endotryptasewirkung zugeschrieben 
werden mub. Buchner nannte das dabei wirksame Prinzip_,,Anti- 
protease’, und die grofe Bedeutung, welche er diesem Prinzip zu- 
schrieb, tritt deutlich hervor im folgenden Zitat aus der Abbandlung 
in dieser Zeitschrift 26, 174, 1910: 

Die Antiprotease spielt daher wahrscheinlich eine hervorragend: 
Rolle im Leben der Hefe, da sie die Verdauungsvorgdnge regelt*. 

Hieran schlieBt sich nun gut die Beobachtung von Buchner und 
Haehn — spiter von Haehn und Schifferdecker villig bestatigt —, dal 
es gelingt, Kochsaft durch 7stiindiges Kochen so zu verandern, dab er 
wohl seine Coenzymwirkung verloren hat, jedoch seine Antiprotease- 
wirkung noch gréBtenteils behalten hat und damit in einen _,,Schutz- 
saft’’ verwandelt ist. 

Angesichts dieser Tatsachen war es nun sehr merkwiirdig, dal 
Meyerhof 8 Jahre nach den Buchnerschen Untersuchungen der An- 
wesenheit der Endotryptase neben der Zymase gar keine Rechnung 
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tragen hat. Doch ist im besonderen bei dem tiichtigen Auswaschen 


r Zymase, wie dies bei Meyerhofs Versuchen geschah, zu _ befiirchten, 


dab die Zymase einer proteolytischen Vernichtung unterliegt und also 
eine Hinzufiigung von Antiprotease hier sehr erforderlich ist. 

Unter diesen Umstinden lag es auf der Hand, die Hypothese 
wifzuwerfen, daB das Meyerhofsche Coenzym identisch sei mit der 
Buchnerschen Antiprotease. In diesem Zusammenhang sei daran 
crinnert, daB Me yerhof selber schon einige Abweichungen angibt zwischen 
den Eigenschaften seines Coenzyms und denjenigen des klassischen 
(oenzyms von Harden und Young. 

In diesem Gedankenkreise wiirde also die Hinzufiigung des 
vom Buchnerschen Coenzym befreiten Schutzsaftes zu nach Me yerhof 
inaktivierter Zymase — bei gleichzeitiger Anwesenheit von Hexose- 
li-phosphat fiir die Induktionsaufhebung — eine Coenzymwirkung 
im Sinne von Meyerhof zur Folge haben. 

Unsere Versuche lieferten eine vollige Bestatigung dieser An- 
«chauung. Jedoch meinten wir, mit dieser Beweisfiihrung nicht zu- 
frieden sein zu diirfen. Man wiirde doch anfiihren kénnen, daB das lange 
Kochen des Kochsaftes nicht geniigt, um das unbekannte Coenzym 
von Meyerhof zu vernichten. Wir beabsichtigten doch eben nach- 
zuweisen, daB willkiirliche antiproteolytische Substanzen imstande 
waren, die Rolle des Meyerhofschen Coenzyms zu tibernehmen. Da 
nun Meyerhof schon selber Coenzymwirkung in verschiedenartigen 
Extrakten von pflanzlichen und tierischen Geweben nachgewiesen hat, 
wiirde die Anwendung solcher Extrakte als Antiprotease keine Ent- 
scheidung bringen kénnen. Aus dieser Schwierigkeit konnten wir nur 
dadurch herauskommen, dab wir die einzige eiweiBenthaltende Sub- 
stanz, welche ohne Zweifel kein Coenzym nach Meyerhof enthielt, 
verwendeten. Dies war eine nach Meyerhofs eigener Vorschrift von 
Coenzym befreite Zymase, welche auch nach seiner Methodik auf 
Coenzymabwesenheit gepriift worden war. 

Aus diesem Grunde bereiteten wir einen Schutzsaft, indem wir 
eine bestimmte Menge einer derartigen Zymase in Phosphatlisung 
aufkochten, wonach der erhaltene Schutzsaft zusammen mit Hexose- 
di-phosphat einem anderen Teil der coenzymfreien Zymase zugefiigt 
wurde. In der Tat zeigte es sich, daB auf diese Weise die Girfahigkeit 
der Zymase regeneriert wurde, womit die erwiinschte Beweisfiihrung 
gebracht worden war. 

Hiermit war nach unserer Ansicht das Coenzymproblem gréBten- 
teils von seiner Ratselhaftigkeit befreit. 

Wenn man nun das Vorangehende zusammenfaBt, so kann man 
aus den mitgeteilten Versuchen schlieBen, daB an die Stelle des Coenzyms 
der Literatur tatsichlich drei Coenzyme treten miissen, die dann als 
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Coenzym von Newberg und Harden, als dasjenige von Buchner und Hae)» 
und dasjenige von Meyerhof zu bezeichnen sind. 

Inzwischen méchten wir vorziehen, den Coenzymbegriff ganzlich aus 
der Literatur zu streichen und diesen zu ersetzen durch die logische 
Einsicht, daB die zellfreie Garung fiir ihren Verlauf neben der eigent- 
lichen Zymase (und Phosphatase) die Anwesenheit eines einleitenden 
Akzeptors, eines Hexose-phosphorsaure-esters und von Substanzen 
fordert, welche die Proteolyse des Zymasesystems regulieren. 

Man wiirde jetzt bemerken kénnen, dab das Geheimnisvolle der 
Coenzymwirkung von uns einfach verschoben worden ist nach dem 
letztgenannten unentbehrlichen Faktor: der Antiprotease. 

Die Natur der damit angedeuteten Substanzen liegt in der Tat 
auch jetzt noch im Dunkeln. Doch scheint es uns, dab trotzdem von 
einem Fortschritt gesprochen werden kann. Wahrend bis heute die 
Rolle des Coenzyms bei der Garung vollkommen unaufgeklart war 
kann man jetzt die Natur seiner Wirkung angeben, und was noch mehr 
sagt, man kann diese Wirkung in Zusammenhang bringen mit Er- 
scheinungen, deren Bedeutung fiir die zellfreie Garung schon langst 
bekannt war. Diese Erscheinungen sind auBerdem schon in anderen 
Teilen der Biochemie vielmals ausfiihrlich untersucht worden. 

Nahere Uberlegung fiihrt dann auch dazu, die Unentbehrlichkeit 
dieser proteolyseregulierenden Faktoren fiir einen richtigen Verlauf der 
zellfreien Girung der altbekannten und allgemein akzeptierten Er- 
fahrungstatsache zuzuschreiben, daB die lebende Zelle sowohl fiir ihre 
Erhaltung als fiir die normale Ausiibung ihrer Funktionen eine gewisse 
Harmonie fordert zwischen den in der Zelle anwesenden Prinzipien 

Bei.Zerstérung dieser Harmonie, wie dies bei der Isolierung der 
Zymase und in noch starkerem Mabe beim darauf folgenden Auswaschen 
geschieht, unterliegt die lebende Substanz einer Selbstvernichtung. 
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